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As micropartículas contendo ácido ferúlico foram obtidas a partir dos polímeros 
poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) e poli--caprolactona pelo método de 
emulsão simples/evaporação do solvente (sistema S1) e empregando o processo de 
secagem por aspersão, a partir do polímero metacrílico Eudragit® L100 (sistema S2). 
As dispersões sólidas de ácido ferúlico foram preparadas pelo método de secagem 
por aspersão, a partir dos polímeros PVP-K30, PEG 6000 e poloxâmero 188 
(sistema S3). O método analítico para a determinação do ácido ferúlico nas 
formulações foi validado conforme o preconizado pela Agência Nacional de 
Vigilância Sanitária e The International Conference on Harmonization empregando 
formulações do sistema S1. Os sistemas poliméricos S2 e S3 foram caracterizados 
por meio de estudos morfológicos, espectroscópicos e térmicos e o mecanismo de 
liberação in vitro do fármaco foi estudado a partir do ensaio de dissolução, avaliando 
os perfis de liberação por métodos modelo-independentes e modelo-dependentes. A 
estabilidade do ácido ferúlico à radiação ultravioleta e a possível formação de 
produtos de degradação foram investigadas. O efeito antioxidante in vitro das 
dispersões sólidas (sistema S3) foi investigado pelo método de descoloração do 
radical catiônico 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolinona-6-ácido sulfônico). As 
formulações de micropartículas do sistema S2 foram submetidas a estudos in vitro 
baseados em células. A avaliação biológica das formulações (sistemas S2 e S3) e 
do fármaco puro foi conduzida empregando modelo in vivo de atividade 
antiagregante plaquetária. Para o sistema S1, um método simples e eficiente de 
cromatografia líquida de alta eficiência/arranjo de fotodiodos foi desenvolvido e 
validado para a determinação quantitativa do ácido ferúlico nas micropartículas 
poliméricas (eficiência de encapsulação acima de 98%). A avaliação da estabilidade 
demonstrou que o ácido ferúlico sofre fotodegradação por meio de uma cinética de 
segunda ordem. No sistema S2, as micropartículas resultaram em formulações 
micrométricas, estáveis termicamente e não cristalinas/amorfas com alta eficiência 
de encapsulação. Ligações de hidrogênio intermoleculares entre o ácido ferúlico e o 
Eudragit® L100 foram detectadas por infravermelho com transformada de Fourier. As 
formulações reduziram estatisticamente a taxa de dissolução do fármaco, mantendo 
o modelo cinético monoexponencial. A microencapsulação do ácido ferúlico 
promoveu um efeito citoprotetor contra o estresse oxidativo induzido por peróxido de 
hidrogênio e inibiu a agregação plaquetária estimulada por colágeno. Para o sistema 
S3, as dispersões sólidas contendo ácido ferúlico preparadas utilizando o PEG 6000 
apresentaram rendimentos adequados, baixos teores de água, alto teor de fármaco, 
baixa cristalinidade e interação fármaco-polímero reduzida. As formulações de PVP 
K-30 revelaram alto teor de água, enquanto que as de poloxâmero 188 
demonstraram baixo teor de fármaco e cristais de ácido ferúlico na superfície. Todas 
as formulações aumentaram a solubilidade relativa e a taxa de dissolução do 
fármaco. A formulação PEG 6000 + ácido ferúlico 10% demonstrou atividade 
antioxidante in vitro apropriada e um efeito in vivo antiplaquetário estatisticamente 






Os resultados sugerem que as micropartículas poliméricas e dispersões sólidas 
contendo ácido ferúlico (sistemas S2 e S3) são estratégias viáveis para a 
administração por via oral, sendo alternativas interessantes como antioxidantes e 
destinadas ao tratamento de eventos trombóticos.  
 
Palavras-chave: Agregação plaquetária. Antioxidante. Citoproteção. Dispersões 



































Microparticles containing ferulic acid was obtained from poly(3-hydroxybutyrate-co-3-
hydroxyvalerate) (PHBV) and poly-ε-caprolactone (PCL) by single emulsion/solvent 
evaporation method (system S1) and from a methacrylic polymer (Eudragit® L100) by 
spray-drying (system S2). Solid dispersions of ferulic acid were prepared by spray-
drying using PVP-K30, PEG 6000 and poloxamer 188 (system S3). The analytical 
method for determination of ferulic acid in these formulations was validated as 
recommended by the Brazilian health agency and The International Conference on 
Harmonization using formulations from system S1. Polymeric systems S2 and S3 
were characterized by morphological, spectroscopic and thermal analyses. The 
mechanism of in vitro release of ferulic acid was studied after dissolution test for 
systems S2 and S3. The release profiles were fitted by model-independent and 
model-dependent methods. The stability of ferulic acid was investigated against 
ultraviolet radiation and the related degradation products were studied. In vitro 
antioxidant effect of solid dispersions (system S3) was assayed by 2,2'-azinobis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) radical cation decolorization. Formulations of 
methacrylic microparticles containing ferulic acid (system S2) were evaluated by in 
vitro cell-based studies for determination of cytotoxicity, cytoprotective potential, nitric 
oxide production and effect on generation of reactive oxygen species. Biological 
study of formulations from systems S2 and S3 was carried out using in vivo model of 
anti-platelet activity. For system S1, a simple and efficient reverse-phase HPLC-DAD 
method was developed and validated for quantitative determination of ferulic acid into 
polymeric microparticles. High encapsulation efficiency was obtained (higher than 
98%). In summary, the method found to be specific, linear, accurate, precise, and 
robust for a rapid determination of this drug. It can be used for studying stability and 
degradation of ferulic acid that occurred by a second order kinetics. For system S2, 
microparticles of Eudragit® L100 containing ferulic acid were successfully prepared 
by spray-drying. Micrometer-sized, heat-stable and amorphous/non-crystalline 
formulations with high drug-loading efficiencies were obtained. Intermolecular 
hydrogen bonding between ferulic acid and Eudragit® L100 were recorded by FTIR. 
Formulations provided a statistical decrease in the dissolution rate of ferulic acid and 
maintained the initial monoexponential kinetic model. In addition, microencapsulation 
of ferulic acid provided cytoprotection against H2O2-induced oxidative stress and 
inhibited collagen-stimulated platelet aggregation. For system S3, solid dispersions 
containing ferulic acid were successfully prepared by spray-drying using PVP K-30, 
PEG 6000 and poloxamer 188 as carriers. PEG 6000 formulations presented suitable 
yield, low water content, high drug loading, low drug crystallinity and reduced drug-
polymer interaction. PVP K-30 formulations showed high water content whereas 
poloxamer 188 solid dispersions had several disadvantages as low drug content and 
crystals of ferulic acid. All formulations enhanced relative solubility and dissolution 
rate of ferulic acid. The chosen spray-dried formulation (PEG 6000 + 10% ferulic 
acid) demonstrated suitable in vitro antioxidant activity and a statistically significant in 







obtained for systems S2 and S3 support an experimental basis for the use of 
polymeric microparticles and spray-dried solid dispersions containing ferulic acid as 
feasible oral drug delivery intended to present antioxidant effect and for treating 
thrombotic events.  
 
Keywords: Antioxidant. Cytoprotective. Platelet aggregation. Polymeric 
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1  INTRODUÇÃO 
 
O ácido ferúlico ou ácido 4-hidroxi-3-metoxi-cinâmico (AF; C10H10O4; PM: 
194,18 Da) é um composto químico extremamente abundante no reino vegetal, que 
tem baixa toxicidade e é sintetizado a partir da via do chiquimato, a partir da 
fenilalanina ou da L-tirosina. Na natureza, ocorre principalmente como isômero E 
(SONG et al., 2014; WANG et al, 2011; ITAGAKI et al., 2009). Considerando suas 
propriedades físico-químicas e biológicas, o ácido ferúlico apresenta solubilidade 
aquosa de 6,63 mg.dL–1 em pH 7,2 (SAIJA et al., 2000), uma meia-vida de 42 min 
(ZHAO, 2008) e um coeficiente de partição octanol/água (log P) de 1,67 (ROLEIRA, 
2010). 
 Estudos anteriores demonstraram que o AF tem várias utilizações 
terapêuticas, incluindo efeitos como anti-inflamatório, antioxidante, antitrombótico, 
anti-câncer, neuroprotetor e cardioprotetor. Quando aplicado na pele, tem uma 
atividade foto-protetora (ZHANG et al., 2015; MERLIN et al., 2012; STANIFORTH  
et al., 2012; WANG et al., 2011; DU; CAO; YU, 2010; YU et al., 2010). Esse 
composto polifenol também apresenta propriedades que estão relacionadas com a 
inibição de enzimas citotóxicas, associadas à inflamação, incluindo a óxido nítrico-
sintase induzida, as caspases e a ciclo-oxigenase-2. Essas propriedades contribuem 
para o seu potencial antioxidante e seu efeito anti-inflamatório (MANCUSO & 
SANTANGELO, 2014; STANIFORTH et al., 2012; ANSELMI et al., 2008; ANSELMI 
et al., 2006). 
A capacidade antioxidante do AF é possivelmente devida a três 
características estruturais diferentes. Em particular, à presença do hidrogênio lábil 
pertencente ao grupo fenólico, formando um sistema totalmente conjugado, que 
envolve o anel aromático, à ligação dupla e a carbonila do ácido carboxílico, confere 
propriedades relevantes em termos de efeito antioxidante, por conduzir a formação 
de produtos estáveis de menor energia. A presença da insaturação na cadeia lateral 
proporciona sítios para o ataque por radicais livres (ITAGAKI et al., 2009). Além 
disso, o grupo ácido carboxílico pode permitir uma interação com a bicamada lipídica 
da membrana celular que fornece proteção contra a peroxidação lipídica (VASHISTH 




Apesar das atividades biológicas e efeitos bioquímicos do AF, a sua utilização 
terapêutica é restrita, devido a algumas propriedades físico-químicas, tais como a 
baixa solubilidade aquosa (SAIJA et al., 2000). O AF tem uma natureza hidrofóbica, 
pode oxidar-se, e é um composto fotossensível que resulta na conversão parcial do 
isômero E para Z (ANSELMI et al., 2008). Nesse sentido, a sua biodisponibilidade é 
geralmente diminuída, conduzindo a um efeito mínimo in vivo por administração oral 
(WANG et al., 2011). 
Por causa dessas propriedades físico-químicas inadequadas, sistemas 
poliméricos de liberação de fármacos têm sido desenvolvidos a fim de melhorar a 
estabilidade, aumentar a biodisponibilidade e/ou potencializar o efeito biológico do 
AF. A quitosana e o AF foram submetidos a uma reação de acoplamento mediada 
pela carbodiimida para melhorar a sua atividade antioxidante e a solubilidade em 
água (WORANUCH & YOKSAN, 2013). Complexos de inclusão entre o AF e a 
hidroxipropil-β-ciclodextrina (HP-β-CD) foram preparados pelo método de liofilização 
e forneceram uma maior solubilidade e uma estabilidade elevada para o AF (WANG 
et al., 2011). Nanopartículas lípicas sólidas de ácido esteárico- e estearil ferulato 
contendo E-AF promoveram uma absorção facilitada pelas células devido à sua 
estrutura lipofílica, que acarretou em uma melhora na biodisponibilidade do AF 
(TROMBINO et al., 2013). Nanopartículas de PLGA preparadas pelo método de 
emulsão dupla aumentaram as propriedades anticâncer in vitro em relação às 
células NCI-H460 em comparação com o AF puro (MERLIN et al., 2012). Apesar dos 
estudos citados, a literatura não relata estudos envolvendo micropartículas 
poliméricas e/ou dispersões sólidas contendo AF para melhorar os seus efeitos 
citoprotetores e antioxidantes. Além disso, nenhum trabalho anterior investigou o 
efeito desses sistemas poliméricos sobre a atividade antiplaquetária do AF. 
Dessa forma, considerando a necessidade de otimizar o potencial terapêutico 
do ácido ferúlico, torna-se interessante o uso de formulações capazes de estabilizar 
esse fármaco, preservando suas atividades biológicas e aumentando a sua 
biodisponibilidade. Nesse sentido, o desenvolvimento de sistemas de liberação 
imediata ou controlada desse fitofármaco, como dispersões sólidas e micropartículas 
poliméricas, respectivamente, pode ser uma estratégia viável e promissora para a 
busca de melhores respostas antioxidantes e antiplaquetárias. 
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Frente ao exposto, o propósito deste estudo foi promover o desenvolvimento 
tecnológico, a caracterização e a avaliação de três diferentes sistemas poliméricos 
contendo ácido ferúlico, destinados à administração oral, para proporcionar uma 
alteração na liberação do fármaco, a fim de otimizar suas propriedades biológicas 

































2  OBJETIVOS 
 
2.1  OBJETIVO GERAL 
 
- Obter, caracterizar e avaliar in vitro e in vivo micropartículas poliméricas e 
dispersões sólidas contendo ácido ferúlico. 
 
2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
- Obter micropartículas poliméricas contendo ácido ferúlico, a partir dos poliésteres 
biodegradáveis, poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) e poli(-
caprolactona) (PCL), pelo método da emulsão simples/evaporação do solvente 
orgânico (sistema S1); 
- Preparar micropartículas poliméricas contendo ácido ferúlico, empregando o 
processo de secagem por aspersão, a partir do polímero metacrílico Eudragit® L100 
(sistema S2); 
- Produzir dispersões sólidas contendo ácido ferúlico, a partir do PVP-K30, PEG 
6000 ou poloxâmero 188, utilizando o método de secagem por aspersão (sistema 
S3);  
 - Proceder a determinação quantitativa do ácido ferúlico presente nos sistemas 
poliméricos pelo método de cromatografia líquida de alta eficiência, previamente 
validado, avaliando a eficiência de encapsulação/incorporação do fármaco; 
- Efetuar a caracterização dos sistemas poliméricos por meio de análises 
morfológicas, espectroscópicas e térmicas (sistemas S2 e S3); 
- Investigar a estabilidade do ácido ferúlico frente à radiação ultravioleta e à possível 
formação de produtos de degradação; 
- Avaliar a liberação in vitro do fármaco a partir dos sistemas poliméricos S2 e S3, 
empregando o ensaio de dissolução; 
- Comparar os perfis de liberação das formulações dos sistemas S2 e S3 com o 




- Estudar o efeito antioxidante in vitro das formulações do sistema S3 pelo método 
de descoloração do radical catiônico 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolinona-6-ácido 
sulfônico); 
- Desenvolver estudos in vitro de cultivo celular, para a determinação da 
citotoxicidade, citoproteção, produção de óxido nítrico e efeito na geração de 
espécies reativas de oxigênio a partir das formulações de micropartículas 
metacrílicas contendo ácido ferúlico (sistema S2); 
- Avaliar biologicamente as formulações dos sistemas S2 e S3 frente ao fármaco 
puro, empregando o modelo in vivo de atividade antiagregante plaquetária. 
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3   REVISÃO DA LITERATURA 
 
3.1 MICROPARTÍCULAS POLIMÉRICAS COMO SISTEMAS DE LIBERAÇÃO 
MODIFICADA DE FÁRMACOS 
 
As tecnologias de liberação modificada de fármacos representam uma das 
áreas mais promissoras da ciência, com o objetivo de contribuir à saúde humana e 
animal, oferecendo diversas vantagens em relação às formas farmacêuticas 
convencionais. Dessa forma, a investigação de sistemas de liberação, que incluem a 
modulação do processo de dissolução, a redução da toxicidade e o aumento da 
adesão e da conveniência do paciente, torna-se de extrema importância (RESTANI 
et al., 2010). Além disso, essas estratégias podem tornar os fármacos mais 
disponíveis em alvos específicos, para produzir um melhor efeito terapêutico 
(EVANGELISTA, 2006).  
O desenvolvimento dessas formas farmacêuticas, capazes de permitir a 
otimização da velocidade de liberação e do regime posológico, além de promover o 
controle da liberação de ativos em sítios específicos, tem sido o objetivo de 
diferentes pesquisas nos últimos anos. Dentre os principais sistemas utilizados, 
incluem-se os lipossomas, as micropartículas e as nanopartículas (MAINARDES, 
2007). 
Neste contexto, as micropartículas poliméricas têm sido bastante estudadas, 
pois são capazes de promover a liberação modificada de fármacos a partir de uma 
ampla variedade de materiais poliméricos e de diversos métodos de obtenção 
(TRAN; BENOÎTA; VENIER-JULIENNEA, 2011). 
A microencapsulação pode permitir a proteção de fármacos sensíveis às 
condições ambientais, a eliminação de incompatibilidades entre dois ou mais ativos 
e o mascaramento do sabor desagradável dessas substâncias. As micropartículas 
são particularmente interessantes no desenvolvimento de formas farmacêuticas de 
liberação modificada do tipo prolongada. Esses materiais podem ampliar a 
biodisponibilidade de fármacos presentes em medicamentos de liberação imediata e 
minimizar possíveis efeitos colaterais (AHMAD et al., 2011; THOMPSON et al., 
2007). 
O termo micropartícula é resultante do tamanho dessas partículas que, 
geralmente, revelam um diâmetro médio entre 1 e 100 μm. Para a obtenção de 
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micropartículas, é possível utilizar diversos polímeros biodegradáveis e 
biocompatíveis, que são capazes de liberar o fármaco por mecanismos de difusão 
e/ou de degradação (erosão) do material polimérico (GARAY; POCHEVILLE; 
MADARIAGA, 2010; KISSEL et al., 2006). Normalmente, as micropartículas podem 
ser divididas em dois tipos de estruturas, as microesferas e as microcápsulas  
(Figura 1). 
  As microesferas são caracterizadas como sistemas matriciais, nos quais o 
fármaco está homogeneamente disperso no material polimérico. As microcápsulas, 
no entanto, constituem sistemas reservatórios, nos quais é possível identificar 
microdomínios diferenciados do fármaco, que pode ser sólido ou líquido (SUAVE  
et al., 2006; KUMAR, 2000). 
 
FIGURA 1 – MODELOS DE ESTRUTURAS DAS MICROPARTÍCULAS 
 
FONTE: Adaptado de BIRNBAUM & BRANNON-PEPPAS (2003). 
 
O processo de microencapsulação, para ser considerado ideal, deve 
apresentar como características: rapidez, simplicidade, reprodutibilidade, baixo 
custo, facilidade em transpor para a escala industrial, além de ser pouco dependente 
das características de solubilidade do fármaco e do material encapsulante em 
questão (GHARSALLAOUI et al., 2007; GIUNCHEDI & CONTE, 1995). 
Vários métodos têm sido descritos na literatura para a obtenção de 
micropartículas, permitindo uma adequação às características físico-químicas dos 
diferentes fármacos. A escolha do procedimento mais efetivo na encapsulação de 
um determinado fármaco depende, basicamente, da hidrofilia/lipofilia do composto 
químico em avaliação (OBEIDAT, 2009). 
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Um sistema polimérico para a liberação de fármacos por via oral pode ser 
planejado e desenvolvido a partir de várias estratégias de processamento. Para a 
elaboração de microesferas, o método de emulsão e evaporação do solvente tem 
sido frequentemente empregado, face à simplicidade dos procedimentos envolvidos 
e à possibilidade de modulação das características físicas e físico-químicas das 
partículas por meio da escolha dos componentes da formulação e das condições de 
preparação (LI; ROUAUD; PONCELET, 2008). Nesse caso, o fármaco é dissolvido 
ou disperso em uma solução orgânica volátil contendo o polímero. Essa fase 
orgânica é emulsionada em uma fase aquosa, contendo um estabilizante da 
dispersão. O solvente é removido da fase interna pelo uso de calor, ou ainda, pela 
evaporação em temperatura ambiente, que pode ser acelerada pela aplicação de 
pressão reduzida. As microesferas formadas são separadas por filtração ou 
centrifugação, lavadas com solvente adequado e secas sob condições apropriadas 
ou liofilizadas (TRAN; BENOÎTA; VENIER-JULIENNEA, 2011; OBEIDAT, 2009; 
JAIN, 2000). 
Apesar da simplicidade das etapas, a formação de microesferas pode ser 
influenciada por diversos fatores, destacando-se a agitação e a natureza do 
estabilizante e dos solventes empregados na preparação. A capacidade de 
solvatação do polímero e, bem como, de dissolução do fármaco são características 
desejáveis ao solvente da fase interna. Além desses aspectos, o solvente deve ser 
imiscível na fase contínua e apresentar baixo ponto de ebulição. A fim de garantir a 
formação das partículas e proporcionar uma elevada taxa de encapsulação, o 
fármaco e o polímero também devem ter baixa solubilidade na fase externa 
(HESLINGA; MASTRIA; ENIOLA-ADEFESO, 2009; LI; ROUAUD; PONCELET, 2008; 
WATTS; DAVIES; MELIA, 1990).  
A eficiência de encapsulação é estimada como sendo a diferença percentual 
entre a concentração de fármaco inicialmente adicionada na formulação e a 
concentração presente nas partículas. Dessa maneira, quando o método de 
emulsão/evaporação do solvente é utilizado, a eficiência de encapsulação é 
fortemente influenciada pelo coeficiente de partição do fármaco entre a fase interna 
e externa da emulsão. Fármacos caracterizados por apresentarem baixa hidrofilia 
podem ser encapsulados com sucesso pela formação de uma emulsão fase 
orgânica em fase aquosa (O/A). Entretanto, quando fármacos com elevada hidrofilia 
são empregados, baixas taxas de encapsulação têm sido observadas. Nesse caso, 
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a encapsulação pode ser realizada por meio da formação de uma emulsão inversa 
(A/O), na qual um solvente polar contendo o fármaco e o polímero são emulsionados 
em uma fase oleosa, como o óleo mineral (LI; ROUAUD; PONCELET, 2008; 
SHUKLA & PRICE, 1989). Para fármacos hidrofílicos, é possível, ainda, a obtenção 
de uma emulsão múltipla (A/O/A), em que a fase aquosa contendo o fármaco é 
dispersa em uma solução do polímero no solvente volátil, e essa emulsão resultante 
(A/O) é, por sua vez, dispersa em uma segunda fase aquosa (OBEIDAT, 2009; 
WATTS; DAVIES; MELIA, 1990; OGAWA et al., 1988). O método de secagem por 
aspersão ou spray drying tem sido também amplamente aplicado na formulação de 
sistemas microparticulados, pois possibilita a encapsulação tanto de fármacos 
hidrofílicos, como de ativos lipofílicos em emulsão aquosa (GHARSALLAOUI et al., 
2007). 
Diferentes materiais poliméricos, com pequena ou nenhuma toxicidade, 
podem ser empregados na obtenção de micropartículas, nas quais a substância 
farmacologicamente ativa está dispersa ou dissolvida (OLIVEIRA & LIMA, 2006). 
Nesse contexto, o poli(metacrilato de metila), o poli(álcool vinílico), a poliacrilamida, 
o polietilenoglicol, o poli(ácido glicólico) (PGA), o poli(ácido lático) (PLA), os 
copolímeros do ácido lático e do ácido glicólico (PLGA) e a policaprolactona (PCL) 
têm sido os biomateriais considerados clássicos e mais comuns à formação de 
micropartículas contendo fármacos, peptídeos, proteínas e antígenos 
(CHAKRAPANI, 2006). 
Outros materiais como proteínas (LU; ZHANG; YANG, 2003), polissacarídeos, 
(KATO; ONISHI; MACHIDA, 2003), lipídeos (REITHMEIER; HERRMANN; 
GÖPFERICH, 2001) e a quitosana (SUAVE et al., 2006) têm sido estudados na 
liberação controlada, embora com uma frequência menor. 
  
3.1.1  Poli(hidroxibutirato) e Poli(3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) 
 
Os poli-hidroxialcanoatos (PHAs) são poliésteres provenientes de fontes 
renováveis, derivados de hidroxiácidos, não sendo produzidos por síntese química, 
mas biossinteticamente por bactérias, a partir de matérias-primas naturais, como a 
cana-de-açúcar. Esses polímeros ficam reservados em vacúolos no interior das 
bactérias para fornecimento de energia (ROA et al., 2010).  
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Os polímeros mais comuns do grupo dos PHAs, que têm sido utilizados como 
sistemas de liberação modificada de fármacos, são o poli(hidroxibutirato) (PHB) e o 
copolímero poli(3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV) (Figura 2) (CHEN, 
2009). 






R= metila = 3-hidroxibutirato (HB)
R = etila = 3-hidroxivalerato (HV)
n
 
FONTE: O autor (2016). 
 
Além disso, o PHB apresenta inúmeras aplicações potenciais, como o uso em 
membranas biocompatíveis e em compósitos com hidroxiapatita (ROA et al., 2010). 
As estruturas químicas do PHB e do PHBV são muito similares aos polímeros 
sintéticos biodegradáveis mais usuais (PLA e PLGA), porém são degradados em 
uma taxa, geralmente, mais lenta (AMASS; AMASS; TIGHE, 1998). 
Devido à biocompatibilidade e às propriedades não-tóxicas, o PHBV tem sido 
utilizado na preparação de micropartículas como sistemas de liberação modificada 
de fármacos (CHEN, 2009; FARAGO et al., 2008; ROSSI; AZGHANI; OMRI, 2004). 
A degradação das micropartículas de PHBV depende de alguns fatores como a 
massa molar do polímero e o grau de cristalinidade do mesmo. Nesse aspecto, 
quanto maior a presença de regiões amorfas no polímero, maior a sua capacidade 
de degradação (CHEN & DAVIS, 2002). 
 
3.1.2  Poli(ε-caprolactona) 
 
A poli(ε-caprolactona) (PCL) é um polímero sintético, biodegradável e 
biocompatível, pertencente à classe dos poliésteres alifáticos, de grande interesse 
para o desenvolvimento de sistemas de liberação modificada de fármacos. A PCL é 
um material semicristalino, que forma soluções coloidais em uma grande variedade 
de solventes orgânicos, como clorofórmio, diclorometano, tetracloreto de carbono, 
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benzeno, tolueno, ciclohexanona e 2-nitropropano à temperatura ambiente. 
Entretanto, tem uma baixa solubilidade em acetona, acetato de etila, 2-butanona, 
dimetilformamida e acetonitrila e é pouco solúvel em álcool, éter de petróleo e éter 
etílico. A fusão ocorre entre 59 e 64 °C e sua transição vítrea (Tg), geralmente, está 
entre – 70 e – 60 °C. Sua biocompatibilidade permite diversas aplicações no campo 
biomédico e na indústria farmacêutica (ROA et al., 2010; SINHA et al., 2004). 
A PCL é capaz de sofrer degradação por meio de hidrólise das ligações éster 
da cadeia polimérica, gerando como produto final do processo o ácido ε-
hidroxicaproico (Figura 3). Entretanto, a degradação da PCL é muito lenta devido a 
sua elevada hidrofobicidade, o que dificulta a penetração de água nas cadeias 
poliméricas e, consequentemente, a ocorrência dessa reação (NAIR & LAURENCIN, 
2007; SINHA et al., 2004). 
 





HO (CH2)5 C OH
O
 
FONTE: MERKLI et al., 1998. 
 
A lenta degradação da PCL em sistemas poliméricos de liberação modificada 
de fármacos não gera um microambiente ácido, como o produzido pelos polímeros 
PLA e PLGA. Esse fato é uma vantagem da PCL no desenvolvimento de 
micropartículas contendo proteínas, uma vez que essas macromoléculas podem 
desnaturar em função do pH e perder a sua atividade biológica. Outras vantagens 
relacionadas à PCL, frente aos polímeros PLA e PLGA, são o menor custo e a 
possibilidade de liberação de fármacos por um período mais prolongado  
(AL HAUSHEY et al., 2007). 
 
3.1.3  Polímero Metacrílico Eudragit® L 100 
 
A utilização de matrizes poliméricas acrílicas, também conhecidas como 
polímeros entéricos, tem atraído atenção, no que diz respeito ao desenvolvimento de 
sistemas de liberação controlada por via oral. Estes polímeros são essencialmente  
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pouco solúveis no suco gástrico, cujo pH é bastante baixo, e podem ser utilizados 
para conferir liberação entérica para fármacos encapsulados (de OLIVEIRA et al., 
2009; LOPES, 2000). 
Particularmente, os copolímeros de ácidos, tais como os polímeros Eudragit®, 
são amplamente utilizados no desenvolvimento de substâncias farmacêuticas 
encapsuladas. Os copolímeros são derivados de ésteres do ácido acrílico e 
metacrílico, cujas propriedades físico-químicas são determinadas pela modificação 
do grupo funcional (R) da molécula. Estes polímeros permitem que o fármaco, na 
sua dose usual, seja liberado da matriz do copolímero em um determinado ponto do 
trato gastrintestinal, se dissolva e seja absorvido de forma apropriada (ZHANG et al., 
2011). 
O Eudragit® L100 (Figura 4) é um copolímero entérico, cuja solubilidade é 
dependente do pH e que possui grupos de ácido metacrílico (metacrilatos) na sua 
estrutura, sendo utilizado para administração oral e liberação controlada, uma vez 
que é pouco solúvel em soluções ácidas (pH < 3) e solúvel em soluções neutras ou 
alcalinas (6 < pH < 8). Este copolímero pode controlar a liberação do fármaco 
contido nele à medida que passa através do trato gastrointestinal, de acordo com a 
variação do pH, liberando lentamente o componente bioativo em pH de 6 a 7 e 
impedindo a sua liberação em pH próximo a 2 (de OLIVEIRA et al., 2009). 
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3.2  DISPERSÕES SÓLIDAS NA INDÚSTRIA FARMACÊUTICA 
  
O aumento da biodisponibilidade de fármacos pouco solúveis representa um 
dos problemas mais desafiadores da ciência farmacêutica (LIN & HUANG, 2010). 
Nesse sentido, a utilização de recursos capazes de promover uma maior 
solubilização do fármaco é uma alternativa bastante viável, sendo que várias 
tecnologias industriais farmacêuticas têm sido extensivamente estudadas para esse 
fim (DHILLON et al., 2014; SAKURAI et al., 2012; TRAN et al., 2010; YU et al., 2010; 
KARAVAS et al., 2007). 
 As pesquisas de fármacos com baixa solubilidade aquosa aumentaram 
significativamente na indústria farmacêutica. Na maioria das vezes, esses fármacos 
possuem uma estrutura cristalina estável, dificultando sua biodisponibilidade por via 
oral, a qual pode ser otimizada por meio de sistemas de dispersões sólidas  
(PATEL et al., 2014; SAVJANI; GAJJAR; SAVJANI, 2012; GHOSH et al., 2011; 
HUGHEY et al., 2011; AL-HAMIDI et al., 2010). 
 As dispersões sólidas podem ser definidas como misturas entre fármacos 
com baixa solubilidade aquosa e transportadores hidrofílicos, nas quais as 
propriedades do excipiente passam a influenciar o perfil de liberação da substância 
terapeuticamente ativa. Esse sistema permite dispersar o fármaco de forma 
homogênea na matriz, além de assegurar o umedecimento por completo da mistura 
e melhorar a dissolução e a estabilidade do ativo (HUANG & DAI, 2014; AL-OBAIDI 
et al., 2011; YU et al., 2010; DAHLBERG; FUREBY; SCHULEIT, 2008). A matriz 
hidrofílica pode ser cristalina ou não-cristalina (amorfa), na qual o fármaco pode 
estar molecularmente disperso ou formando domínios cristalinos (CHEN et al., 2015; 
VIPPAGUNTA et al., 2006). 
 Em 1961, Sekiguchi e Obi conseguiram aumentar a velocidade de dissolução 
de um fármaco pouco solúvel por meio da formulação de uma mistura eutética. 
Essas preparações foram elaboradas utilizando matrizes cristalinas, como a uréia e 
alguns açúcares, e foram designadas como dispersões sólidas de primeira geração. 
Elas apresentavam como principal desvantagem a formação de dispersões sólidas 
cristalinas termodinamicamente mais estáveis, portanto, não liberavam o fármaco 
tão rapidamente como os sistemas amorfos (BLEY; FUSSNEGGER; BODMEIER, 
2010; SANTOS, 2008). 
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 No final da década de 1960, surgiram as dispersões sólidas formadas por 
matrizes amorfas que foram chamadas de dispersões sólidas de segunda geração. 
Nesse caso, a interação entre o fármaco e a matriz pode ser classificada em 
soluções sólidas, suspensões sólidas, ou uma mistura de ambas. Essa geração está 
dividida em polímeros totalmente sintéticos, como polivinilpirrolidona (PVP), 
polietilenoglicol (PEG) e polímeros metacrílicos, e polímeros sintéticos baseados em 
produtos naturais, como os derivados da celulose, por exemplo, 
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), hidroxietilpropilcelulose ou derivados do amido. 
As ciclodextrinas, oligômeros cíclicos da glucose também permitem a obtenção de 
dispersões sólidas de segunda geração (ALMEIDA, 2009). Dentre estes polímeros 
hidrofílicos, o PVP e o PEG destacam-se devido a sua solubilidade em água, por 
serem de baixo custo e pela capacidade de formar uma solução sólida no estado 
amorfo (PATEL, 2014; VAN DEN MOOTER; AUGUSTIJNS; BLATON, 1998).  
 A terceira geração de dispersões sólidas contém uma matriz tensoativa, ou 
uma mistura entre polímeros amorfos e tensoativos como carreadores. Nesse 
sentido, as formulações permitem obter a máxima biodisponibilidade para o fármaco 
de baixa solubilidade aquosa, além de conferir estabilidade a dispersão sólida, por 
impedir a recristalização do fármaco. A utilização de polímeros tensoativos como a 
inulina, os copolímeros em bloco do óxido de etileno e do óxido de propileno 
(poloxâmero, Pluronic-F68), o (di) berrenato de glicerila (Compritol 888 ATO), 
glicerídeos de polietilenoglicol-32 lauroila (Gelucire 44/14) tem sido amplamente 
difundida (YU et al., 2010; LI et al., 2006). Com relação ao preparo de dispersões 
sólidas, os poloxâmeros apresentam excelentes propriedades como carreadores de 
fármacos, pois possuem a capacidade de alterar as propriedades físicas do sistema 
polimérico, tais como hidrofobicidade, carga superficial, floculação/dispersão, 
flutuação e molhabilidade (PATEL, 2014; SENTHILKUMAR & SIRISHA, 2011; 
VYAS; SANCHETI; KAREKAR, 2009; CHEN; ZHANG; NEILLY, 2004). 
Dessa forma, as dispersões sólidas têm sido demonstradas como um método 
viável e econômico (SAKURAI et al., 2012) para melhorar a biodisponibilidade de 
fármacos com baixa solubilidade aquosa por meio do aumento de sua taxa de 
dissolução (HUANG & DAI, 2014; MAULVI et al., 2011; YU et al., 2010). 
As dispersões sólidas podem ser obtidas por meio de vários métodos 
(trituração, malaxagem, coevaporação, fusão, liofilização e spray-drying), sendo que 
a escolha do método poderá ser devido ao fármaco e às características da forma 
42 
 
farmacêutica final (RIEKES; FERNANDES; STULZER, 2010). O método de 
trituração é o mais clássico de todos e consiste na mistura física do fármaco e do 
excipiente, por meio da aplicação de uma força de cisalhamento, com o uso de gral 
e pistilo ou de moinhos, sem a presença de um líquido de umedecimento. Embora 
ele permita a obtenção de dispersões sólidas com simplicidade, em comparação aos 
outros métodos, tem demonstrado ser menos efetivo no aumento da solubilidade de 
fármacos pouco solúveis. A malaxagem consiste no preparo de uma massa 
umidificada, a partir da adição da mínima quantidade de líquido suficiente para 
umedecer a mistura em pó de fármaco e excipiente. Durante a malaxagem, deve-se 
assegurar o mínimo de perda de umidade da massa por evaporação, para isso, o 
tempo e a velocidade da malaxagem devem ser controlados. Em escala laboratorial, 
é realizada em gral, com o auxílio de pistilo. A secagem do material pode ser feita 
em estufa em temperatura controlada. Devido à simplicidade, esse método é um dos 
mais utilizados na indústria farmacêutica (SANTOS, 2008; CUNHA-FILHO; SÁ-
BARRETO, 2007; SANTOS et al., 2004). 
No caso da coevaporação, este método consiste na evaporação dos 
solventes nos quais o fármaco e o polímero foram previamente dissolvidos. A 
principal vantagem desse método é o fato da evaporação ocorrer em temperaturas 
baixas, o que é ideal para fármacos sensíveis e instáveis a temperaturas elevadas. 
A remoção completa do solvente utilizado é, muitas vezes, um processo difícil e 
lento, sendo então, um ponto crítico para a qualidade das dispersões sólidas 
elaboradas, por existir a possibilidade de efeitos adversos (ALMEIDA, 2009).  
Outra possibilidade de preparação de dispersões sólidas consiste no método 
da fusão em que o fármaco é disperso em uma matriz ou polímero, previamente 
fundido(a). Por meio de agitação mecânica, mantendo o aquecimento, forma-se uma 
mistura uniforme. Retirando o aquecimento, após arrefecimento, a mistura solidifica, 
sendo posteriormente pulverizada e tamisada, originando um granulado. Esse 
método apresenta como vantagem o fato de ser bastante econômico, sem recorrer a 
equipamentos sofisticados e solventes orgânicos. Mas, tem a desvantagem de que 
muitos fármacos ou carreadores podem sofrer decomposição durante o processo de 
fusão a elevadas temperaturas, além de poder ocorrer transformações polimórficas. 
A escolha da temperatura de fusão do sistema deve ser feita bastante abaixo do 
ponto de fusão dos dois componentes quando puros, evitando assim, a 
decomposição dessas substâncias (ANDRADE, 2009). 
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 A liofilização pressupõe uma dissolução do fármaco e do carreador em 
solventes adequados, um congelamento e uma sublimação dessa mistura, como 
forma de obter uma dispersão molecular liofilizada. Essa técnica permite a obtenção 
de sistemas com elevado rendimento e um baixo estresse térmico. Geralmente, são 
obtidos pós, secos, amorfos e com elevado grau de interação fármaco-excipiente. 
Apresenta como desvantagens, o longo tempo de processamento e as más 
características de fluxo do material obtido (ALMEIDA, 2009). 
 O uso da tecnologia spray-drying ou secagem por aspersão na preparação de 
dispersões sólidas também tem sido uma realidade frequente nas indústrias 
farmacêuticas. A técnica proporciona uma rápida secagem e um tamanho e forma 
específicos das partículas do produto final. Esse método consiste em três etapas 
fundamentais. Na primeira, o fluído é disperso como gotículas, produzindo uma 
grande área superficial. Na segunda, ocorre contato destas com uma corrente de ar 
aquecido, havendo transferência de calor. Na terceira etapa acontece a evaporação 
do solvente e a formação da partícula sólida, que geralmente apresenta o mesmo 
tamanho e forma da gotícula que a originou. Nesta última etapa, o produto da 
secagem é transportado por uma corrente de ar sendo posteriormente coletado. O 
processo de spray-drying apresenta diversas vantagens, tais como, o controle da 
uniformidade e do tamanho da partícula, a rapidez e o rendimento e os custos do 
processo são baixos (OLIVEIRA & PETROVICK, 2010; PARADKAR et al., 2004). As 
dispersões sólidas preparadas por secagem por aspersão consistem em partículas 
cujo tamanho pode ser delineado a partir da modificação no tamanho da gotícula, 
com o intuito de satisfazer os requisitos necessários para o processo ou aplicação 
(por exemplo, partículas de fluxo livre ou partículas para a inalação). A secagem por 
aspersão produz geralmente fármacos no estado amorfo (PARADKAR et al., 2004), 
no entanto, pode ocorrer, a cristalização do fármaco (parcialmente) durante o 
processo de secagem (WEUTS et al., 2005).  
 Independente do método a ser utilizado, em geral, nas dispersões sólidas, 
uma combinação de fatores atua para aprimorar a dissolução do fármaco, incluindo 
a redução do tamanho da partícula, com consequente aumento da área de 
superfície, a aglomeração reduzida, a molhabilidade e a solubilidade elevadas e o 
maior grau de porosidade. A porosidade depende to tipo de carreador e da 
dispersão do fármaco que podem estar como microcristais finos, como material 
amorfo ou em forma molecular. Além disso, a liberação do fármaco pode ser 
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otimizada usando o fármaco no estado amorfo, pois nenhuma energia é necessária 
para romper a estrutura cristalina durante o processo de dissolução (HUANG & DAI, 
2014; WU et al., 2011;  ALI; WILLIAMS; RAWLINSON, 2010). 
 
3.3  ASPECTOS BIOFARMACÊUTICOS DO ÁCIDO FERÚLICO 
 
 O ácido ferúlico ou ácido 4-hidroxi-3-metoxi-cinâmico (Figura 5) é um 
composto químico extremamente abundante no reino vegetal, que tem baixa 
toxicidade e é sintetizado a partir da via do chiquimato, a partir da fenilalanina ou da 
L-tirosina. Na natureza ocorre principalmente como isômero E (WANG et al., 2011; 
ITAGAKI et al., 2009). Considerando suas propriedades físico-químicas e biológicas, 
o ácido ferúlico apresenta solubilidade aquosa de 6,63 mg.dL–1 em pH 7,2 (SAIJA, 
2000), uma meia-vida de 42 min (ZHAO, 2008) e um coeficiente de partição 
octanol/água (log P) de 1,67 (ROLEIRA, 2010). 
 







FONTE: O autor (2016). 
 
 Estudos anteriores demonstraram que o ácido ferúlico tem atividade 
terapêutica diversificada, incluindo efeitos como anti-inflamatório, antioxidante, 
antitrombótico, anticancerígeno, neuroprotetor e cardioprotetor. Quando aplicado 
sobre a pele pode apresentar um efeito fotoprotetor (MERLIN et al., 2012; 
STANIFORTH et al., 2012; DU; CAO; YU, 2011; WANG et al., 2011; YU et al., 2010; 
SCALIA et al., 2009). 
 As propriedades do ácido ferúlico estão relacionadas à inibição das enzimas 
citotóxicas associadas à inflamação, incluindo a óxido nítrico sintetase induzida e 
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ciclo-oxigenase-2, contribuindo assim, para seus efeitos antioxidantes e anti-
inflamatórios (STANIFORTH et al., 2012; ANSELMI et al., 2008; ANSELMI et al., 
2006). 
A capacidade antioxidante do AF é possivelmente devida a três 
características estruturais diferentes. Em particular, a presença do hidrogênio lábil 
pertencente ao grupo fenólico, formando um sistema totalmente conjugado, que 
envolve o anel aromático, a ligação dupla e a carbonila do ácido carboxílico, confere 
propriedades relevantes em termos de efeito antioxidante, por conduzir a formação 
de produtos estáveis de menor energia. A presença da insaturação na cadeia lateral 
proporciona sítios para o ataque por radicais livres (ITAGAKI et al., 2009). Além 
disso, o grupo ácido carboxílico pode permitir uma interação com a bicamada lipídica 
da membrana celular que fornece proteção contra a peroxidação lipídica (VASHISTH 
et al., 2015; ITAGAKI et al., 2009; SRINIVASAN; SUDHEER; MENON, 2007). 
 Apesar dessas atividades biológicas, a utilidade terapêutica do ácido ferúlico 
é limitada devido às suas propriedades físico-químicas desfavoráveis, notadamente 
a baixa solubilidade aquosa (SAIJA et al., 2000), uma vez que o fármaco apresenta 
natureza hidrofóbica e é um composto oxidável e fotossensível, resultando em sua 
conversão parcial do isômero E para o isômero Z (ANSELMI et al., 2008). Nesse 
sentido, sua biodisponibilidade pode ser reduzida, levando a um efeito mínimo in 
vivo por administração oral (WANG et al., 2011). 
 Assim, considerando as propriedades físico-químicas desfavoráveis do 
fármaco, torna-se desejável estabilizar o ácido ferúlico, aumentando sua 
biodisponibilidade, por meio do uso de sistemas poliméricos. No entanto, poucos 
estudos sobre sistemas de liberação imediata e/ou modificada contendo ácido 
ferúlico estão disponíveis na literatura. Dessa forma, o presente trabalho, tem como 
proposta o desenvolvimento de três diferentes sistemas poliméricos inovadores 
contendo ácido ferúlico, visando avaliar a habilidade desses materiais na 
encapsulação/incorporação, no controle da liberação e na estabilidade do fármaco, 
para assegurar uma maior adequação ao uso clínico como antioxidante, citoprotetor 
e antiagregante plaquetário. 





Diferentes sistemas farmacêuticos têm sido investigados com o propósito de 
avaliar o aumento da solubilidade e/ou da liberação do ácido ferúlico. 
 Anselmi et al. (2006) trabalharam com a formação de complexos de inclusão 
in vitro de γ-ciclodextrina-ácido ferúlico, com o objetivo de melhorar a estabilidade 
físico-química do antioxidante, em função da sua utilização como filtro solar. Os 
resultados demonstraram evidências de que o ácido ferúlico pode ser eficientemente 
complexado com a γ-ciclodextrina, sendo uma poderosa ferramenta 
farmacêutica/cosmética para exercer a atividade biológica proposta. 
 Anselmi et al. (2008) incorporaram o ácido ferúlico em α-ciclodextrinas, 
estruturas moleculares que têm uma cavidade menor que a γ-ciclodextrina utilizada 
no estudo anterior, com o propósito de melhorar a estabilidade físico-química do 
complexo de inclusão, visto que a sua relação tamanho/formato e as interações de 
hidrogênio são vitais para a estabilidade do complexo de inclusão. Foi possível 
observar que a inclusão do hóspede no interior da α-ciclodextrina envolve 
basicamente o grupo carboxila, os carbonos α- e β-insaturados e parte da porção 
aromática. A encapsulação aumentou a fotoestabilidade do ácido ferúlico, resultado 
que extrapolado para uma situação in vivo, sugere que a aplicação tópica de uma 
formulação cosmética contendo esse filtro solar, pode assegurar uma proteção mais 
segura e mais duradoura. 
Yu et al. (2010) desenvolveram dispersões sólidas de terceira geração em 
nanofibras, utilizando o ácido ferúlico como fármaco modelo. A dissolução in vitro e 
os testes de permeação mostraram que as dispersões sólidas em nanofibras podem 
liberar rapidamente o ácido ferúlico, com aumento da taxa de permeação através da 
mucosa sublingual, quando comparadas ao ácido ferúlico sem tratamento. 
Wang et al. (2011) preparam complexos de inclusão hidroxipropil-β 
ciclodextrinas-ácido ferúlico pelo método de liofilização. Os resultados 
demonstraram que o complexo de inclusão tem características físico-químicas 
diferenciadas do ácido ferúlico puro, sendo que a solubilidade aquosa e a 
estabilidade do ácido ferúlico aumentaram significativamente. 
Cheng, Yang, Lin (2011) estudaram a viabilidade de uso de um hidrogel 
termossensível obtido com quitosana, gelatina e fosfato de glicerila, como um 
sistema de liberação modificada de ácido ferúlico para regeneração do núcleo 
pulposo. Nessa investigação relataram que o ácido ferúlico incorporado no hidrogel 
pode diminuir significativamente o estresse oxidativo induzido por H2O2.  
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Merlin et al. (2012) elaboraram nanopartículas de PLGA contendo ácido 
ferúlico e estudaram a sua liberação em linhagens celulares de câncer de pulmão 
humano (NCI-H460). As nanopartículas de PLGA contendo ácido ferúlico 
apresentaram 76% de encapsulação e efeito anticâncer, com diminuição da 
proliferação celular e mecanismo de ação baseado em danos ao DNA e em 
promover apoptose nas células NCI-H460. 
Ouimet et al. (2013) incorporaram o ácido ferúlico, por meio de uma reação de 
polimerização, a um poli(anidrido-éster), polímero biodegradável, a fim de minimizar 
a decomposição e aumentar a estabilidade físico-química desse antioxidante. O 
complexo resultou numa atividade antioxidante e antibacteriana comparável a do 
ácido ferúlico puro e não apresentou citotoxicidade quando avaliado em culturas de 
fibroblastos sendo, portanto, uma estratégia interessante no desenvolvimento de 
formulações de aplicação tópica. 
Wu et al. (2014) desenvolveram nanopartículas de ácido ferúlico conjugado 
ao glicol de quitosana com o intuito de prolongar e vetorizar a liberação do fármaco 
para o tratamento de lesões da medula espinhal. 
Dessa forma, considerando o pequeno número de artigos que tratam sobre 
sistema de liberação imediata ou modificada contendo ácido ferúlico, associado 
principalmente, à possibilidade de melhorar os efeitos biológicos do fármaco, surge a 
perspectiva de obter, caracterizar e avaliar in vitro e in vivo micropartículas 





4  MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1  EQUIPAMENTOS 
 Agitador mecânico (QUIMIS, modelo 235, Diadema, Brasil); 
 Analisador de umidade por infravermelho (SHIMADZU, modelo MOC63u, 
Quioto, Japão); 
 Balança analítica de prato único (CELTAC, modelo FA2104N, São Paulo, 
Brasil); 
 Balança termogravimétrica (SHIMADZU, modelo TGA-50, Quioto, Japão); 
 Banho-maria (LOGEN SCIENTIFIC, São Paulo, Brasil); 
 Cabine de fluxo unidirecional (Laminar) (VECOFLOW, Campinas, Brasil); 
 Centrífuga para tubos (BIO ENG, modelo BE-4004, São Paulo, Brasil);  
 Cromatógrafo líquido de alta eficiência dotado de detector de ultravioleta 
(Varian Pro-star SYS-LC-240-E, Palo Alto, CA, Estados Unidos); 
 Destilador de água (FANEM LTDA, modelo 724/2-A, São Paulo, Brasil); 
 Difratômetro de raio-X (SHIMADZU, modelo XRD-6000, Quioto, Japão); 
 Dissolutor de cubas (NOVA ÉTICA, modelo 299-6ATTS, Vargem Grande 
Paulista, Brasil); 
 Espectrofotômetro na região do ultravioleta-visível (THERMO FISHER 
SCIENTIFIC, Genesys 10 UV Scanning, Madison, Estados Unidos);  
 Espectrômetro de difração a laser (CILAS, modelo Cilas 920 L, Marseille, 
França); 
 Espectrômetro infravermelho com transformada de Fourier (SHIMADZU, 
modelo IR Prestige-21, Quioto, Japão); 
 Estufa (QUIMIS, modelo Q-136M4, Diadema, Brasil);  
 Incubadora de CO2 (SANYO, modelo MC0-19AIC (UV), Osaka, Japão);  
 Leitor de microplacas (BIO-TEK INSTRUMENTS, modelo Synergy H1, 
Winooski, VT, Estados Unidos); 
 Metalizador (SHIMADZU, modelo IC–50 Ion Coater, Quioto, Japão); 
 Microscópico eletrônico de varredura (SHIMADZU, modelo SSX–550 
Superscan, Quioto, Japão);  
 Microscópio invertido (QUIMIS, modelo Q7-301, Diadema, Brasil);  
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 Placa de agitação e aquecimento (QUIMIS, modelo Q261-22, Diadema, 
Brasil);  
 Sistema de calorimetria exploratória diferencial (SHIMADZU, modelo DSC-60, 
Quioto, Japão); 
 Spray Dryer (LABMAQ, modelo MSD 0.5, Ribeirão Preto, Brasil). 
 
4.2  REAGENTES E SOLVENTES 
 
4.2.1  Fármaco 
 
 Ácido ferúlico (99,80% de pureza, Suzhou Leader Chemical, Suzhou, China)  
 
4.2.2  Polímeros 
 
 Álcool polivinílico (PVA) (Mw 72.000 g.mol
–1, 88,5 mol% de hidrólise, Vetec, 
Rio de Janeiro, Brasil);  
 Poli--caprolactona (PCL) (Mw 70.000 a 90.000 g.mol
–1, Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, EUA); 
 Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) (Mw = 380.000 g.mol
–1 8,70 
mol% de hidroxivalerato, Biocycle® L 110, PHB Industrial, Serrana, Brasil); 
 Poli(ácido metacrílico-co-metacrilato de metila) (Eudragit® L100) (Mw = 
125.000 g.mol–1, Röhm Pharma Polymers, Darmstadt, Alemanha); 
 Polivinilpirrolidona K30 (PVP-K30) (Mw= 58.000 g.mol
–1, Jiaozuo Meida Fine 
Chemical, Shanghai, China); 
 Polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) (Mw= 5.000-7.000 g.mol
–1, Fluka, St. Louis, 
MO, EUA); 
 Poloxâmero-188 (PLX-188) (polímero em bloco do poli(óxido de etileno-co-
óxido de propileno), Mw= 8.400 g.mol
–1, Basf, Ludwigshafen, Alemanha). 
 






4.2.3  Água Purificada 
 
Para o desenvolvimento dos sistemas poliméricos foi utilizada água ultrapura 
pelo processo Milli-Q® (Millipore, Bedford, MA, EUA). 
 
4.2.4  Reagentes e Meios Usados no Cultivo Celular 
 
 Ácido fosfórico P.A. (H3PO4) (Vetec, Brasil); 
 α-Naftiletilenodiamina (Sigma, St. Louis, MO, EUA); 
 Azul de Tripan (Sigma Chemical, Estados Unidos); 
 Bicarbonato de sódio P.A. (Vetec, Brasil); 
 Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2il-tetrazólico (MTT) (Sigma, St. 
Louis, MO, EUA); 
 Diacetato de 2’-7’ diclorodihidrofluoresceína (DCFH-DA) (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, EUA); 
 Formaldeído (Merck Biosciences, Darmstadt, Alemanha); 
 Lipopolissacarídeo de Escherichia coli 055:b5 (LPS) (Sigma, St. Louis, MO, 
EUA); 
 Meio RPMI 1640 (Vitrocell, Brasil); 
 Penicilina/Estreptomicina (Vitrocell, Brasil); 
 Peróxido de hidrogênio P.A. (Vetec, Brasil); 
 Soro fetal bovino (SFB) (Vitrocell, Brasil); 
 Sulfanilamida (Sigma, St. Louis, MO, EUA); 
 Sulfóxido de dimetila (DMSO) P.A. (Vetec, Brasil); 
 Tripsina (Gibco BRL, Life Technologies, Grand Island, EUA) 
 
4.2.5  Outros Reagentes e Solventes 
 
 Ácido ortho-fosfórico (85,0% de pureza, Synth, Diadema, Brasil); 
 Álcool etílico P.A. (EtOH) (99,8% de pureza, Synth, Diadema, Brasil); 
 Álcool metílico P.A. (CH3OH) (99,8% de pureza, Synth, Diadema, Brasil); 




 Clorofórmio P.A. (HCCl3) (Synth, Diadema, Brasil); 
 Diclorometano (CH2Cl2) (Hexis Científica, Indaiatuba, Brasil); 
 Fosfato de potássio monobásico anidro P.A. (KH2PO4) (Synth, Diadema, 
Brasil); 
 Fosfato de sódio monobásico anidro P.A. (NaH2PO4.H2O) (Synth, Diadema, 
Brasil); 
 Metanol grau HPLC (EMD Chemicals, Darmstadt, Alemanha); 
 Monooletato de sorbitano etoxilado (polissorbato 80, Tween® 80, Delaware, 
Porto Alegre, Brasil). 
 
Os solventes orgânicos apresentaram grau analítico e foram usados sem 
tratamento prévio. 
 
4.3  DESENHO EXPERIMENTAL  
 
A pesquisa teve início com a obtenção de três diferentes sistemas poliméricos 
contendo o ácido ferúlico. Para a determinação quantitativa do ácido ferúlico 
incorporado nos sistemas poliméricos foi utilizado o método de cromatografia líquida 
de alta eficiência, previamente validado, avaliando a eficiência de 
encapsulação/incorporação do fármaco. Os sistemas poliméricos foram 
caracterizados por meio de estudos morfológicos, espectroscópicos e térmicos. O 
mecanismo de liberação in vitro do ácido ferúlico foi estudado a partir do ensaio de 
dissolução e os perfis de liberação foram avaliados por métodos matemáticos 
modelo-independentes e modelo-dependentes. A estabilidade do ácido ferúlico 
frente à radiação ultravioleta e a possível formação de produtos de degradação foi 
investigada. O efeito antioxidante in vitro das dispersões sólidas foi investigado pelo 
método de descoloração do radical catiônico 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolinona-6-
ácido sulfônico). As formulações de micropartículas metacrílicas contendo ácido 
ferúlico foram submetidas a estudos in vitro frente à linhagem celular J774A.1, para 
a determinação da citotoxicidade, citoproteção, produção de óxido nítrico e efeito na 
geração de espécies reativas de oxigênio. A avaliação biológica das formulações de 
micropartículas poliméricas e de dispersões sólidas foi conduzida empregando 
modelo in vivo de atividade antiagregante plaquetária. As etapas descritas estão 
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4.4  PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 
 
4.4.1  Obtenção dos Sistemas Poliméricos 
 
4.4.1.1 Sistema S1: micropartículas poliméricas contendo ácido ferúlico obtidas pelo 
método de emulsão simples/evaporação do solvente orgânico, a partir do poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) e poli--caprolactona 
As micropartículas foram obtidas a partir do poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) (PHBV) ou da poli--caprolactona (PCL). Os sistemas foram 
denominados M1 (micropartículas formuladas com o PHBV) e M2 (micropartículas 
preparadas com a PCL). Esses materiais foram obtidos em concentrações teóricas 
de 0, 5, 10 e 20% de ácido ferúlico na composição (AF0, AF5, AF10 e AF20, 
respectivamente). 
As micropartículas que compõem os sistemas S1 (M1 e M2) foram elaboradas 
pelo método de emulsão simples e evaporação do solvente orgânico (LI et al., 2008), 
a partir das formulações indicadas na Tabela 1. 
 
TABELA 1 – COMPOSIÇÃO DAS FORMULAÇÕES DE MICROPARTÍCULAS POLIMÉRICAS  
CONTENDO ÁCIDO FERÚLICO A PARTIR DO PHBV E DA PCL (SISTEMA S1M1 E   
S1M2) 
 
De forma sintética, o ácido ferúlico foi dissolvido no solvente orgânico 
apropriado (sistema S1M1: clorofórmio; sistema S1M2: diclorometano) contendo o 
polímero (PHBV ou PCL). A fase orgânica foi adicionada à fase aquosa, sob 
Composição 
Formulação 
AF0 AF5 AF10 AF20 
Fase aquosa      
Polisorbato 80 (g) 0,25 0,25 0,25 0,25 
PVA (g) 4,00  4,00  4,00  4,00  
Água ultrapura (mL) q.s.p. 200,0  200,0  200,0  200,0  
Fase orgânica     
Ácido ferúlico (g) — 0,10 0,20 0,40 
PHBV (sistema M1) ou 
PCL (sistema M2) (g) 
2,00 1,90 1,80 1,60 
Clorofórmio (sistema M1) ou 
Diclorometano (sistema M2) (mL) 
40,0 40,0 40,0 40,0 
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agitação mecânica (5.000 rev.min–1) por 5 min. A emulsão formada foi mantida em 
agitação mecânica (800 rev.min–1), à temperatura ambiente, durante 4 h (Figura 7).  
 
 
FIGURA 7 – ESQUEMA DE FORMAÇÃO DAS MICROPARTÍCULAS POLIMÉRICAS DO SISTEMA         
S1 (M1 E M2) CONTENDO ÁCIDO FERÚLICO PELO MÉTODO DE EMULSÃO 
SIMPLES/EVAPORAÇÃO DO SOLVENTE ORGÂNICO  
 
FONTE: O autor (2016). 
 
Transcorrido o tempo para a evaporação do solvente orgânico, as 
micropartículas foram separadas por centrifugação (2.500 rev.min–1, 10 min) e 
lavadas, por 2 vezes, com água purificada. Os produtos obtidos foram secos em 
estufa a 35 ± 2 ºC. As micropartículas foram armazenadas na temperatura ambiente. 
T amb 
Fase orgânica  
contendo o ácido ferúlico 
Fase aquosa Emulsão simples  
(A/O) 
5.000 rev.min  – 1 
5 min 
T amb 
800  rev.min – 1 
4 h 
Emulsão simples  
(A/O) 
Suspensão  aquosa 
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Todas as formulações foram desenvolvidas em triplicata, sendo que as 
micropartículas denominadas M1AF0 e M2AF0 foram elaboradas na ausência do 
fármaco, como controle negativo. 
 
4.4.1.2 Sistema S2: micropartículas contendo ácido ferúlico preparadas pelo método 
de secagem por aspersão, a partir do polímero metacrílico Eudragit® L100 
A obtenção das micropartículas contendo o ácido ferúlico que constituem o 
sistema S2 foi conduzida pelo método de secagem por aspersão ou spray-drying 
(Figura 8). 
A partir do ácido ferúlico e do polímero poli(ácido metacrílico-co-metacrilato 
de metila) (Eudragit® L100) foram desenvolvidas as formulações de micropartículas 
que compõem o sistema S2, que foram denominadas M3, nas proporções (em 
massa) indicadas na Tabela 2. 
 
FIGURA 8 – ESQUEMA DE OBTENÇÃO DE MICROPARTÍCULAS POLIMÉRICAS DO SISTEMA S2 




FONTE: O autor (2016). 
Eudragit
®
 L100  
Ácido ferúlico 
Água destilada   
Álcool etílico 
A) Preparação da fase aquosa 
B) Secagem por aspersão e formação das micropartículas 
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TABELA 2 – COMPOSIÇÃO DAS FORMULAÇÕES DE MICROPARTÍCULAS POLIMÉRICAS 
    CONTENDO ÁCIDO FERÚLICO A PARTIR DO POLÍMERO METACRÍLICO 
    EUDRAGIT
®
 L100 (SISTEMA S2) 
Composição 
Formulação 
AF0 AF5 AF10 AF20  
Fase hidroalcoólica      
Ácido ferúlico (g)  0,20  0,40  0,80   
Poli(ácido metacrílico-co-metacri-
lato de metila) (Eudragit® L100) (g) 
4,00  3,80       3,60 3,20   
Água ultrapura (mL) 200,0  200,0  200,0  200,0   
Álcool etílico (mL) 200,0  200,0  200,0  200,0   
      
 
 
Nesse método, o material polimérico foi dissolvido/disperso em 200 mL de 
álcool etílico por agitação magnética (800 rev.min–1), na temperatura ambiente. Em 
seguida, sob agitação magnética, o ácido ferúlico foi adicionado. Após a dissolução 
do fármaco e do polímero, 200 mL de água destilada foi adicionada lentamente e a 
solução mantida em agitação por 12 h. Transcorrido esse período, a formulação foi 
conduzida à secagem por aspersão, utilizando o Spray Dryer LABMAQ, modelo 
MSD 0.5, operando nas seguintes condições: diâmetro do atomizador: 0,82 mm, 
pressão de atomização: 3 kgf.cm–2, fluxo do ar de secagem: 50 L.min–1, fluxo de 
alimentação da formulação em secagem: 0,20 L.h-1, temperatura de entrada:  
135  5 ºC e temperatura de saída: 60  5 ºC. 
As micropartículas foram obtidas em triplicata. Além disso, micropartículas 
designadas de M3AF0 foram desenvolvidas, na ausência do fármaco, compondo, a 
formulação controle. Todos os produtos microparticulados que integram o sistema 
S2 foram armazenados na temperatura ambiente, em recipientes hermeticamente 
fechados, ao abrigo da luz, no interior de dessecador à vácuo. 
 
4.4.1.3 Sistema S3: dispersões sólidas contendo ácido ferúlico, formuladas pelo 
método de secagem por aspersão 
As dispersões sólidas de ácido ferúlico foram preparadas pelo método de 
secagem por aspersão, a partir dos polímeros PVP-K30, PEG 6000 e PLX-188. 
O sistema foi denominado S3 (dispersões sólidas preparadas por spray 
drying). Esses materiais foram obtidos em concentrações teóricas de 0, 10 e 20% de 
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ácido ferúlico na composição. Previamente, o fármaco e o polímero foram passados 
através de um tamis malha 60. Todas as formulações foram obtidas em triplicata. 
O fármaco puro e o polímero foram dissolvidos em volume adequado de 
etanol e água destilada, respectivamente (Tabela 3). As soluções foram mantidas 
sob agitação magnética durante 24 h a temperatura ambiente sem exposição à luz. 
Após esse período, as soluções foram misturadas e a formulação obtida foi mantida 
por mais 24 h em agitação magnética. A solução foi então conduzida à secagem por 
aspersão, utilizando o Spray Dryer LABMAQ, modelo MSD 0.5, operando nas 
condições: temperatura de entrada de 135 ± 5 ºC, temperatura de saída de 50 ± 5 
ºC, taxa de alimentação de 0,20 L.h-1, fluxo do ar de secagem 50 L.min–1. 
Todas as preparações obtidas foram armazenadas a temperatura ambiente, 
em recipientes hermeticamente fechados, ao abrigo da luz, no interior de 
dessecador a vácuo. 
 
TABELA 3 – COMPOSIÇÃO DAS DISPERSÕES SÓLIDAS CONTENDO ÁCIDO FERÚLICO 
                         PREPARADAS PELO MÉTODO DE SECAGEM POR ASPERSÃO (SISTEMA S3) 
Composição 
 Formulação 
0% 10% 20% 
Fase aquosa     
Polímero (g) 4,00 3,60  3,20  
H2O ultrapura (mL) 100,0  100,0  100,0  
Fase orgânica    
Ácido ferúlico (g) ______ 0,40  0,80  
Álcool etílico (mL) 100,0 100,0  100,0  
 
4.4.1.4  Misturas físicas 
 Para uma caracterização mais completa e comparativa dos sistemas em 
estudo, foram preparadas diferentes misturas físicas, envolvendo os diferentes 
polímeros utilizados e o ácido ferúlico. Foram elaboradas misturas físicas na 
proporção, em massa, de 1:1 (ácido ferúlico:polímero) (50% m/m) para os sistemas 





4.4.2   Rendimento 
4.4.2.1 Sistema S1 
O rendimento (R) das formulações do sistema S1 foi calculado pela razão 
entre a massa obtida após a preparação das micropartículas pela soma das massas 
do PHBV ou da PCL, do ácido ferúlico e do tensoativo polissorbato 80 (Tween® 80), 









    (Equação 1) 
 
4.4.2.2 Sistema S2 
Para as formulações do sistema S2, o rendimento foi calculado pela razão 
entre a massa recuperada a partir da secagem por aspersão das micropartículas 









           (Equação 2) 
4.4.2.3 Sistema S3 
O rendimento (R) das formulações do sistema S3 foi calculado pela razão 
entre a massa obtida após a preparação da dispersão sólida, pela soma das massas 









     (Equação 3) 
 
4.4.3   Determinação do Teor de Umidade 
 
O conteúdo de água presente no ácido ferúlico, nos polímeros, nas  
micropartículas dos sistemas S1 e S2 e nas dispersões sólidas (sistema S3) foi 
avaliada no analisador de umidade por infravermelho (Shimadzu, modelo MOC63u, 




Para cada amostra, uma massa, de aproximadamente 1,0 g, foi colocada em 
um prato de alumínio e mantida em aquecimento a 105 oC, durante um período de 
tempo variável, até massa constante. O valor em porcentagem referente à perda de 
massa foi calculado como sendo o teor de umidade da amostra. Os ensaios foram 
realizados em triplicata para as formulações dos sistemas S1, S2 e S3.  
 
4.4.4  Determinação do Ácido Ferúlico Incorporado nos Sistemas Poliméricos  
 
A concentração de fármaco incorporado nas micropartículas (mg.g–1) foi 
determinada para os sistemas poliméricos a partir dos ensaios de quantificação 
desenvolvidos por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), em equipamento 
Varian Pro-star SYS-LC-240-E (Palo Alto, CA, EUA) dotado de detector na região do 
ultravioleta, conforme os parâmetros estabelecidos na Tabela 4. 
 
TABELA 4 – PARÂMETROS CROMATOGRÁFICOS UTILIZADOS PARA A QUANTIFICAÇÃO DO 
             ÁCIDO FERÚLICO POR CLAE 
Características          Descrição 
Detecção UV (λ = 320 nm) 
Fluxo 1,0 mL.min–1 
Coluna Varian C18 analytical column (250 x 4,6 mm, 5 µm) 
Fase móvel 
 Água ajustada para pH 3,0 com ácido ortho-fosfórico 0,1N 
e metanol (52:48, v/v) 
Volume de injeção 




Previamente, o método analítico passou pelo processo de validação analítica, 
conforme descrito a seguir. 
 
4.4.4.1 Validação do método analítico para a quantificação do ácido ferúlico 
A validação do método analítico por CLAE foi realizada segundo os critérios 
propostos pelo ICH (International Conference on Harmonization of thechnical 
requirements for registration of pharmaceuticals for human use) (2005). 
 Os parâmetros avaliados foram linearidade, limite de detecção, limite de 
quantificação, repetibilidade, precisão intermediária, exatidão e robustez, sendo os 
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ensaios efetuados por CLAE em sistema Varian Pro-star SYS-LC-240-E dotado de 
detector de ultravioleta, no comprimento de onda de 320 nm. Os dados foram 
analisados pelo software Workstation chromatography (Palo Alto, CA, EUA). 
A especificidade foi determinada pela análise dos cromatogramas das 
micropartículas do sistema S1 preparadas sem o fármaco (M1AF0 e M2AF0) em 
comparação com os obtidos para as micropartículas que contém o ácido ferúlico 
(M1AF10 e M2AF10) (40 g.mL–1) com o objetivo de confirmar que nenhum dos 
excipientes interferiu na quantificação do fármaco. 
Para o estudo da linearidade, foram elaboradas três curvas analíticas, com 
sete níveis de concentração (10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70 g.mL–1), utilizando metanol 
como solvente. A equação da reta e o coeficiente de correlação (r) foram 
determinados.  
Os limites de detecção e de quantificação foram calculados, por meio da 
relação entre o desvio padrão da curva analítica e a sua inclinação, usando os 
fatores multiplicadores sugeridos pela norma ICH (2005), conforme demonstrado 










           (Equação 5) 
Sendo, LD, o limite de detecção; LQ, o limite de quantificação; DP, o desvio 
padrão da curva analítica; e B, o coeficiente angular. 
Para avaliar a repetibilidade do método analítico, três concentrações 
diferentes (15, 45 e 65 g.mL–1) foram analisadas em triplicata, totalizando nove 
determinações, sendo o resultado expresso em termos de desvio padrão relativo 
(DPR) ou coeficiente de variação percentual (CV%) intra-dia. 
A precisão intermediária foi avaliada por meio da comparação entre as 
determinações de uma mesma concentração (40 g.mL–1), em triplicata, mas 
realizadas em três dias consecutivos, calculando-se posteriormente o DPR ou CV% 
inter-dia. 
A exatidão foi determinada por meio do método de recuperação. Para isso, foi 
adicionada uma quantidade conhecida de fármaco (5 g.mL–1) à solução-amostra, 
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resultando nas concentrações de 15, 45 e 65 g.mL–1. As soluções foram 
elaboradas em triplicata e os resultados foram expressos como porcentagem de 
recuperação. 
Para a avaliação da robustez, as micropartículas do sistema S1 (M1AF10 e 
M2AF10) (40 g.mL–1) foram submetidas a diferentes condições de fluxo da fase 
móvel, de temperatura da coluna analítica e pH da fase móvel e avaliadas em 
triplicata. 
O fluxo foi modificado de 1 mL.min–1 para  0,9 mL.min–1 e 1,1 mL.min–1. A 
temperatura da coluna analítica foi alterada de 25 ºC para 30 e 40 ºC. O pH da fase 
móvel foi de 3,0 para 4,0 e 6,0. Os resultados de cada parâmetro foram analisados 
por meio do DPR e comparados com os valores obtidos para a condição padrão. 
As soluções-amostra utilizadas para a avaliação da repetibilidade, precisão 
intermediária, exatidão e robustez foram preparadas a partir da formulação M1AF10, 
quando da validação do método analítico para o sistema S1M1 e da formulação 
M2AF10, quando da análise de validade do método analítico para o sistema S1M2. 
 
4.4.4.2 Estudo de degradação forçada 
Estudos de degradação forçada foram realizados com o objetivo de fornecer 
informações sobre a estabilidade do fármaco e a especificidade do método proposto. 
A solução padrão de AF foi submetida à degradação acelerada pelas condições 
ácidas, básicas e fotolíticas (BLESSY et al., 2014). 
Para investigar a degradação ácida, 6,25 mL de solução-mãe padrão (1,0 
mg.mL–1) foi diluída em um frasco volumétrico de 25 mL com 0,1 M de HCl. Esta 
solução foi mantida à temperatura ambiente (25 ± 2 °C) e ao abrigo da luz durante  
1 h. Após o tempo de reação, a solução foi neutralizada com uma solução de NaOH 
0,1 M. A solução foi diluída com metanol para se obter uma concentração final de  
40 µg.mL–1 antes da injeção no sistema de CLAE. O mesmo procedimento foi 
utilizado para a degradação alcalina, exceto pelo fato de que a solução de HCl 0,1 M 
foi substituída por 0,1 M de NaOH durante o preparo da amostra. 
Para a fotodegradação, 3 mL de uma solução metanólica de AF (1 mg.mL–1) 
foi colocada numa cubeta de quartzo e subsequentemente exposta à radiação UV 
(Phillips TUV lâmpada-254 nm, 30 W) durante 6 h numa câmara espelhada (1 m x 
25 cm x 25 cm), a uma distância fixa. Em períodos pré-determinados (0, 1, 2, 3, 4, 5 
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e 6 h) de exposição à luz, 400 µL das amostras foram retiradas e diluídas com 
metanol (concentração final de 40 µg.mL–1 de AF), a fim de quantificar a quantidade 
remanescente de AF utilizando o método de CLAE descrito anteriormente. Para 
excluir a possibilidade da ocorrência de uma degradação térmica, uma cubeta 
contendo uma solução metanólica de AF (concentração final de 40 µg.mL–1 de AF) 
foi coberta por papel de alumínio e avaliada da mesma forma. A cinética de 
fotodegradação do AF foi determinada e o melhor ajuste matemático foi utilizado 
para indicar a constante da reação. Os modelos cinéticos utilizados foram: ordem 
zero (C = Co - kt), primeira ordem (ln C = ln Co - kt) e segunda equação ordem 
(1/C = 1/Co + kt). 
 
4.4.4.3 Eficiência de encapsulação/incorporação 
 Considerando os resultados obtidos na quantificação do ácido ferúlico, a 
eficiência de encapsulação (EE %) ou taxa de incorporação foi calculada a partir da 
diferença entre a massa de fármaco inicialmente adicionado em cada formulação e a 
massa presente nas formulações (LI; ROUAUD; PONCELET, 2008), conforme 











4.4.5 Estudo de Solubilidade 
 
Estudos de solubilidade foram realizados para o AF puro e para as dispersões 
sólidas do sistema S3. Uma amostra contendo AF em quantidade que excedeu a 
sua solubilidade (15 mg de AF) foi adicionada a um balão volumétrico contendo 
água purificada (25 mL) e mantido sob agitação magnética a 150 rpm em 
temperatura ambiente (20 ± 2 °C) durante 48 h. A suspensão resultante foi filtrada 
através de um filtro de membrana de fluoreto de polivinilideno (membrana 
Durapore®, 0,22 µm de tamanho de poro, Millipore, Bedford, MA, EUA). A 
concentração final de AF foi determinada espectrofotometricamente a 320 nm e a 
solubilidade de cada amostra foi então calculada em triplicata. A solubilidade relativa 
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do AF a partir das dispersões sólidas obtidas por secagem por aspersão foi relatada 
em porcentagem comprada ao fármaco puro, como média e desvio padrão. 
 
4.4.6  Caracterização Físico-química dos Sistemas Poliméricos 
 
4.4.6.1 Análises morfológicas e de superfície 
A avaliação morfológica e de superfície das micropartículas, pertencentes aos 
sistemas S1 a S3, foi realizada no microscópico eletrônico de varredura SSX–550 
Superscan (Shimadzu Co.). As micropartículas foram levadas à estufa a vácuo TE 
395 (Tecnal) e fixadas em suporte metálico. Após, foram submetidas à metalização 
com ouro no equipamento IC–50 Ion Coater (Shimadzu Co.). As micrografias foram 
obtidas em diferentes magnificações, após a visualização das amostras, 
empregando voltagens de aceleração de 10 ou 15 kV. O registro das imagens 
ocorreu por meio da utilização do software específico. 
 
4.4.6.2 Determinação do tamanho de partícula e da dispersão granulométrica 
O tamanho de partícula das formulações que integram o sistema S1 foi 
avaliado por espectrometria de difração a laser, utilizando um granulômetro a laser 
CILAS 920L, com faixa de análise entre 0,3 a 400 µm. 
As amostras pulverizadas e secas foram dispersas em água destilada e 
sonicadas por 1 min, antes de ser realizada a medida. A partir da suspensão 
homogênea obtida, por meio do software específico, The Particle Expert® (versão 
5.12, Cilas, Marseille, França), o diâmetro médio e a distribuição de tamanho das 
micropartículas foram determinados.  
A distribuição do tamanho das partículas que compõe o sistema S2 foi 
estimada medindo cerca de 200 partículas que apresentaram um formato esférico 
em áreas arbitrárias das micrografias, utilizando o software Image Tool (versão 3.0, 
San Antonio, Texas, EUA). 
O span, valor matemático definido como a medida da dispersão 
granulométrica (CHEN; DAVIS, 2002), que avalia a variação do volume de 










        (Equação 7) 
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Sendo, d(v,10), d(v,50) e d(v,90), respectivamente, o diâmetro das partículas 
correspondente a 10%, 50% e 90% da distribuição acumulada para a amostra. 
 
4.4.6.3 Avaliação por espectroscopia na região do infravermelho 
Os sistemas poliméricos S1, S2 e S3 foram analisadas por espectroscopia na 
região do infravermelho, em pastilha com KBr, empregando 4 mg de cada amostra e 
196 mg de KBr grau espectroscópico (2% em massa), no equipamento IR Prestige-
21 (Shimadzu Co.), 32 scans.min–1, resolução de 4 cm–1. Os espectros obtidos por 
infravermelho com transformada de Fourier (IVTF) das dispersões sólidas e das 
micropartículas foram avaliados frente aos espectros do fármaco, dos polímeros de 
partida e das misturas físicas.  
 
4.4.6.4 Análise por difração de raios X 
As formulações de dispersões sólidas e micropartículas poliméricas, o ácido 
ferúlico puro, os polímeros de partida e as misturas físicas foram examinadas em 
difratômetro de raio X Shimadzu XRD-6000,  scan de 2º.min–1 e 2Ɵ de 5º a 80º, 
radiação Kα de cobre (λ = 1.5418Å), corrente de 40 mA e voltagem 40 kV, para a 
observação de possíveis picos indicativos de cristalinidade (CANEVAROLO JR., 
2004). 
 
4.4.6.5 Análise térmica 
A estabilidade térmica das amostras do sistema S2 e S3 foi estudada por 
meio das curvas de ATG, que foram obtidas na faixa de temperatura entre  
25–900 ºC. Para isso, foi empregada uma termobalança modelo TGA-50 da marca 
Shimadzu, sob razão dinâmica de nitrogênio (50 mL.min–1), empregando uma razão 
de aquecimento de 10°C.min–1, em cadinho de platina contendo aproximadamente  
5,0 ± 0,1 mg da amostra. O equipamento foi previamente aferido com sulfato de 
cobre penta-hidratado. 
A curva de calorimetria exploratória diferencial (CED) foi elaborada para o 
ácido ferúlico, para o Eudragit® L100, para a mistura física e para as micropartículas 
do sistema S2, na faixa de temperatura entre 25 e 220 ºC. Foi utilizada uma célula 
calorimétrica da marca Shimadzu, modelo DSC-60, em atmosfera dinâmica de 
nitrogênio (50 mL.min–1), razão de aquecimento de 10 ºC.min–1, sendo que a 
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amostra (2,5 ± 0,1 mg) foi acondicionada em cápsula de alumínio fechada.  
O equipamento foi previamente calibrado com índio (p.f. = 156,45 °C; ∆Hfusão = 
28,54 J.g–1) e zinco (p.f. = 419.45 ºC). 
 
4.4.7  Estudo de Liberação In Vitro 
 
Os ensaios de liberação in vitro foram conduzidos para o ácido ferúlico puro e 
para as formulações dos sistemas S2 e S3. Para tanto, foi empregado o dissolutor 
de cubas 299/6 (Nova Ética), mantendo a temperatura do sistema em 37 ± 0,5 ºC, a 
agitação em 50 rev.min–1. Para o sistema S2 foi utilizado o aparato 1 (cesta) por um 
período total de 120 min e para o sistema S3 o aparato 2 (pá) pelo tempo de  
150 min. O meio de dissolução utilizado foi o tampão fosfato pH = 7,0 (50 mM), em 
volume de 900 mL. Em intervalos de tempo pré-determinados, amostras de 10 mL 
foram coletadas, com a reposição do meio de dissolução em igual volume, e 
analisadas em 320 nm no espectrofotômetro UV-Vis Genesys 10 UV Scanning de 
acordo com a curva de calibração previamente determinada (2 a 12 µg.mL–1, y = 
0,077x + 0,0027, r = 0,999). Todo o procedimento foi realizado em triplicata, na 
ausência de luz. 
No sistema S3 o fármaco puro e as dispersões sólidas foram utilizados como 
comprimidos. Para tanto, uma quantidade exata de dispersão sólida (equivalente a 
15 mg de AF) foi comprimida utilizando uma prensa hidráulica de laboratório (Perkin 
Elmer, modelo 15011, Norwalk, CT, EUA). A compressão direta foi realizada em  
3 t.cm-2 durante 2 min. Os comprimidos (n = 6) foram preparados sem qualquer 
adição de excipientes farmacêuticos. 
 
4.4.7.1 Avaliação dos perfis de liberação 
Os perfis de liberação in vitro foram obtidos plotando-se a porcentagem de 
ácido ferúlico liberada em função do tempo. Posteriormente, esses resultados foram 
analisados por meio do teste da razão (eficiência de dissolução) e dos métodos 
modelo-dependentes.  
A eficiência de dissolução (ED) do ácido ferúlico foi determinada segundo 
Lima (2013) e comparada com a eficiência de dissolução das diferentes formulações 
de micropartículas. A eficiência de dissolução é uma avaliação modelo-
independente, definida pela área sob a curva de dissolução e expressa como a 
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percentagem da área de um retângulo que descreve 100% da dissolução, em um 













  (Equação 8) 
 
Na qual: y é a porcentagem de fármaco dissolvido no tempo t. 
 
A avaliação matemática dos perfis de liberação in vitro foi realizada pelo 
ajuste dos dados experimentais ao modelo monoexponencial (Equação 9), ao 
modelo biexponencial (Equação 10), ao modelo de ordem zero (Equação 11) e ao 
modelo de Weibull (Equação 12), considerando os resultados do critério de seleção 
de modelo (MSC), do coeficiente de correlação, do ajuste gráfico e da coerência dos 
valores encontrados para as constantes de velocidade para cada modelo. 
 
% 100(1 )ktD e   (Equação 9) 
 
% 100[1 ( )]t tD Ae Be      (Equação 10) 
 
ktD %  (Equação 11) 
 
  bTdteD /1100%   (Equação 12) 
 
Na qual: porcentagem de dissolução (%D), percentual do fármaco dissolvido 
no tempo t; k, α e β, constantes cinéticas de dissolução verificadas; A e B, 
concentrações iniciais do fármaco que contribuem para as duas fases de dissolução; 
Td, tempo no qual 63,2% do fármaco é dissolvido; b, parâmetro relacionado às 
características estruturais e geométricas da forma farmacêutica. 
O modelo semi-empírico de Korsmeyer-Peppas (Equação 13) ou lei das 
potências foi também aplicado, permitindo a obtenção dos parâmetros a e n, com a 
finalidade de ampliar a informação sobre o mecanismo de liberação do fármaco a 




nft at  (Equação 13) 
 
Na qual: a, constante que incorpora as características estruturais e 
geométricas da forma farmacêutica; n, expoente de liberação que é indicativo do 
mecanismo de liberação; ft, fração do fármaco dissolvido no tempo t. 
Para sistemas esféricos, a lei das potências apresenta duas interpretações 
físico-químicas distintas. Quando n assume um valor inferior a 0,43, isso indica que 
a liberação da substância é controlada por difusão (mecanismo de transporte 
Fickiano). Quando n é superior a 0,85, indica que a liberação é controlada pelo 
inchamento (ou erosão) do polímero (transporte caso II ou mecanismo de transporte 
não-Fickiano). Valores de n entre 0,43 e 0,85 estão relacionados com a 
sobreposição de ambos os fenômenos, denominado de transporte anômalo 
(SIEPMANN; PEPPAS, 2001). 
Os métodos modelo-dependentes destinados à avaliação dos perfis de 
liberação foram aplicados com o auxílio do software MicroMath Scientist® (versão 
2.01, Saint Louis, Estados Unidos). 
 
4.4.8  Estudo do Potencial Antioxidante 
 
A atividade antioxidante total do ácido ferúlico presente nas dispersões 
sólidas (sistema S3) foi determinada pelo ensaio de descoloração do radical 
catiônico 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolinona-6-ácido sulfônico) (ABTS•+) (Figura 9). 
Soluções aquosas do fármaco puro e da dispersão sólida (PEG 6000 10%), 
contendo as mesmas concentrações de ácido ferúlico foram preparadas 30 min 
antes do início dos experimentos e mantidas na ausência de luz. 
Resumidamente, soluções aquosas de ABTS (7 mmol.L–1) e persulfato de 
potássio (2,45 mmol.L–1) foram misturadas em uma proporção volumétrica de 1:1 e 
incubadas na ausência de luz, à temperatura ambiente por 12 h, para a obtenção do 
radical catiônico ABTS•+ (RE et al.,1999). Em seguida, a solução de ABTS•+ foi 
diluída em 50 mmol.L–1 de uma solução tampão de fosfato de sódio (pH = 7,4), para 
obter um valor de absorvância de ± 0,7 a 734 nm. A reação entre o ABTS•+ e o ácido 
ferúlico puro ou as dispersões sólidas (PEG 6000 10%) foi medida pelo decréscimo 
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da absorvância em 734 nm, após 30 min, em um leitor de microplacas 
(MOLECULAR DEVICES, SpectraMax 190, Sunnyvale, USA).  
 
FIGURA 9 – REAÇÃO DE REDUÇÃO DO RADICAL ABTS POR UM ANTIOXIDANTE 
 
 
FONTE: Rufino et al. (2007) 
 
Todas as leituras foram realizadas em triplicata e as dispersões sólidas 
elaboradas sem a adição do ácido ferúlico (PEG 6000 0%) foram utilizadas como 
controle negativo. A atividade antioxidante foi calculada como porcentagem de 












                (Equação 14) 
 
Na qual: Ab é a absorvância do controle e Aa é a absorvância da amostra. 
 
4.4.9  Ensaios In Vitro de Cultivo Celular 
 
O sistema S2 foi submetido a ensaios baseados em cultivo celular, a fim de 
determinar o potencial citotóxico, citoprotetor, imunomodulador e inibidor da geração 
de espécies reativas de oxigênio das formulações. 
 
4.4.9.1 Cultivo celular 
A linhagem celular de macrófago J774A.1 foi rotineiramente cultivada em 
frascos de cultura de plástico de 75 cm2 contendo meio RPMI 1640 suplementado 
com 2 mM de L-glutamina, 24 mM de NaHCO3, 10% de soro fetal bovino (SFB), 
penicilina (100 U.mL-1) e estreptomicina (100 μg.mL-1), mantidas a 37 ºC em estufa 
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com atmosfera úmida e 5% de CO2. Após 2-4 dias, as células foram desprendidas 
do frasco de cultura, sendo centrifugadas durante 5 minutos a 125 x g. As células 
foram resuspensas em meio fresco e plaqueadas (2,5 x 105 células.mL-1) em placas 
de multi-poços apropriados (24 ou 96 poços). Os experimentos foram realizados 
quando as células atingiram cerca de 70% de confluência. As células J774A.1 foram 
cedidas pela Profa. Dra Carla Cristine Kanunfre da Universidade Estadual de Ponta 
Grossa. 
 
4.4.9.2 Ensaio de viabilidade celular pelo método de redução do MTT 
A viabilidade celular foi determinada através da redução do MTT [brometo de 
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio] a formazan (MOSMANN, 1983)  
(Figura 10).  
 
FIGURA 10 – REAÇÃO DE REDUÇÃO DO MTT A CRISTAS DE FORMAZAN 
 
FONTE: O autor (2016). 
 
As células J774A.1 foram semeadas em placas de 96 poços. Após a adesão, 
as células foram incubadas por 48 h a 37 ºC em estufa com atmosfera úmida e 5% 
de CO2 em meio de cultura contendo o ácido ferúlico puro ou a formulação M3AF10 
em concentrações equivalentes a 25, 50, 100 e 200 µM de fármaco. O AF foi 
solubilizado em meio de cultura contendo 0,05% de DMSO, filtrada em membrana 
esterilizante, enquanto que as micropartículas foram dispersas apenas em meio 
RPMI 1640 suplementado.  
Após o período de incubação, o sobrenadante foi desprezado e sobre as 
células foi adicionada uma solução de brometo 3-(4,5-dimetil- 2-tiazolil)-2,5-difenil-
2il-tetrazólico (MTT) a 0,5 mg.mL-1 em meio de cultivo (RPMI 1640) acrescido de 
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10% de soro fetal bovino (SFB) durante 30 min. Em seguida, o formazan foi 
dissolvido em DMSO para a solubilização dos cristais formados e a leitura 
espectrofotométrica da absorbância, em comprimento de onda de 546 nm, foi 
realizada em leitor de microplacas híbrido multi-modo Synergy H1 (Bio-Tek 
Instruments, Winooski, VT, EUA). As células não tratadas em meio de cultura foram 
utilizadas como controle. Células J774A.1 em meio de cultura contendo 0,05% de 
DMSO foram testadas como veículo. A viabilidade celular foi expressa em 
porcentagem em relação ao respectivo controle. 
 
4.4.9.3 Ensaio de citoproteção 
 As células foram semeadas em placas de 24 poços. Após o período de 
adesão, as células foram incubadas na presença do ácido ferúlico puro ou da 
formulação M3AF10 em concentrações finais equivalentes a 50, 100 e 200 µM 
durante 48 h. Após a incubação, as células foram desprezadas e o sobrenadante foi 
submetido a uma exposição aguda (1 h) de 600 µM de H2O2 em tampão salina 
fosfato (a concentração de peróxido de hidrogênio que anteriormente promoveu uma 
redução de 50% da viabilidade das células). Após este tratamento, o tampão salina 
fosfato foi removido e as células foram incubadas durante 30 min em solução de 
MTT (0,5 mg.mL-1). O formazan foi dissolvido em DMSO e a absorvância foi medida 
utilizando um leitor de microplacas híbrido multi-modo Synergy H1 (546 nm). A 
viabilidade celular foi expressa em porcentagem em relação ao controle, que não foi 
submetido à exposição de H2O2. 
 
4.4.9.4 Determinação da produção de óxido nítrico (NO) 
A produção de NO foi estimada de maneira indireta através da quantificação 
do nitrito, produto estável da conversão do óxido nítrico, utilizando-se o método 
colorimétrico de Griess (DING; NATHAN; STUEHR, 1988). As células J774A.1 foram 
semeadas em placas de 24 poços. Após a adesão, as células foram incubadas na 
presença do ácido ferúlico puro ou da formulação M3AF10 em concentrações finais 
equivalentes a 50 e 100 µM. As células foram incubadas por 96 h a 37 ºC em estufa 
com atmosfera úmida e 5% de CO2. A produção de NO foi estimulada pela adição de 
10 µg.mL-1 de LPS de Escherichia coli. Após a incubação das células, 100 μL do 
sobrenadante de cada poço foram transferidos para uma placa de 96 poços. Um 
volume de 100 μL do reagente de Griess (sulfanilamida a 1% em H3PO4 5%, v/v, em 
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água destilada mais α-naftiletilenodiamina 0,1%, em água destilada) foi 
acrescentado aos sobrenadantes à temperatura ambiente durante 10 min. A 
absorbância foi determinada utilizando um leitor de microplacas híbrido multi-modo 
Synergy H1 a 550 nm. Uma curva analítica para a determinação de nitrito foi 
previamente obtida utilizando nitrito de sódio como padrão. O controle não foi 
submetido ao LPS. 
 
4.4.9.5 Ensaio para a geração de espécies reativas de oxigênio intracelular (ROS) 
 A geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) foi avaliada através de um 
composto fluorogênico diacetato de 2’-7’ diclorodihidrofluoresceína (DCFH-DA). A 
fim de determinar a produção de ROS intracelular, as células foram semeadas em 
placas pretas de 96 poços. Após a adesão, as células foram incubadas na presença 
do ácido ferúlico puro ou da formulação M3AF10 em concentrações finais 
equivalentes a 50 e 100 µM. As culturas foram mantidas a 37 ºC em estufa com 
atmosfera úmida e 5% de CO2 durante 24 h. As células foram então incubadas com 
DCFH-DA (25 µM) durante 60 min em meio RPMI 1640 incolor (sem vermelho de 
fenol) suplementado com 1% de soro fetal de bovino a 37 ºC na ausência de luz.  
Após o período de incubação, a intensidade de fluorescência promovida pela 
formação do composto 2’-7’ diclorofluoresceína (DCF) foi mensurada a cada 10 min 
por meio de um leitor de microplacas híbrido multi-modo Synergy H1, no 
comprimento de onda de excitação de 485 nm e de emissão de 530 nm. 
  
4.4.10  Ensaio In Vivo da Atividade Antiagregante Plaquetária 
 
A formulação de dispersão sólida PEG 6000 10% (sistema S3) e a formulação 
M3AF10 (sistema S2) foram selecionadas para o estudo in vivo do potencial do 
ácido ferúlico como um agente antiagregante plaquetário por apresentarem 
morfologia apropriada, eficiência de encapsulação/incorporação elevada, 
amorfização do ácido ferúlico e perfil de liberação imediata ou controlada. 
Todos os procedimentos experimentais foram previamente aprovados pela 
Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA/UEPG), sob o protocolo de número 
017/2013 (ANEXO 1), em conformidade com os princípios éticos na experimentação 




4.4.10.1 Animais  
O ensaio para avaliação da atividade antiplaquetária foi realizado utilizando 
ratos Wistar machos, pesando cerca de 200 g, fornecidos pelo Biotério Central da 
Universidade Estadual de Ponta Grossa. Os animais foram mantidos em ambiente 
climatizado a 22 ± 2 °C, com acesso ad libitum a ração e água em condições 
controladas de luminosidade (ciclo claro-escuro de 12/12 h). 
 
4.4.10.2 Protocolo experimental 
4.4.10.2.1 Sistema S2 
Trinta e dois ratos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de oito 
animais cada. O Grupo 1 recebeu a micropartícula sem o fármaco M3AF0 (massa 
equivalente ao grupo 3, por via oral), ao Grupo 2, foi administrado o fármaco puro 
(30 mg.kg-1, por via oral), o Grupo 3 recebeu a formulação de micropartículas de 
Eudragit® L100 M3AF10 (quantidade equivalente a 30 mg.kg-1 de ácido ferúlico,  por 
via oral) e o grupo 4 recebeu aspirina como agente antiplaquetário padrão (30 
mg.kg-1, por via oral). Estes tratamentos foram realizados durante 10 dias 
consecutivos, com administração oral por gavagem gástrica, uma vez ao dia. Seis 
horas após a última dose administrada os ratos foram anestesiados com quetamina 
e xilazina (55 e 8 mg.kg-1, respectivamente) e a sua artéria carótida direita foi 
canulada para retirada da amostra de sangue. Finalmente, os ratos foram 
sacrificados utilizando uma sobredosagem anestésica. 
 
4.4.10.2.2 Sistema S3 
Trinta e dois ratos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de oito 
animais cada. O Grupo 1 recebeu a formulação PEG 6000 0% (massa equivalente 
ao grupo 3, por via oral), ao Grupo 2, foi administrado o fármaco puro (30 mg.kg-1, 
por via oral), o Grupo 3 recebeu a formulação de dispersão sólida PEG 6000 10% 
(quantidade equivalente a 30 mg.kg-1 de ácido ferúlico,  por via oral) e o grupo 4 
recebeu aspirina como agente antiplaquetário padrão (30 mg.kg-1, por via oral). 
Estes tratamentos foram realizados durante 10 dias consecutivos, com 
administração oral por gavagem gástrica, uma vez ao dia. Uma hora após a última 
dose administrada os ratos foram anestesiados com quetamina e xilazina (55 e  
8 mg.kg-1, respectivamente) e a sua artéria carótida direita foi canulada para retirada 
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da amostra de sangue. Finalmente, os ratos foram sacrificados utilizando uma 
sobredosagem anestésica. 
 
4.4.10.3 Preparação de plasma rico em plaquetas (PRP) e plasma pobre em 
plaquetas (PPP) 
O sangue fresco (6 mL) foi colhido em tubos contendo 4% de solução de 
citrato trissódico. As amostras foram centrifugadas à temperatura ambiente durante 
15 min a 100 xg para obter o PRP. O plasma foi cuidadosamente removido e 
centrifugado a 900 xg durante 10 min para obter um pellet de plaquetas que foi  
re-suspenso em plasma autólogo fresco suficiente. O sobrenadante a partir da 
centrifugação final foi o plasma pobre em plaquetas (PPP). 
 
4.4.10.4 Teste de agregação plaquetária 
O ensaio de agregação de plaquetas foi realizado numa placa de 96 
cavidades e a absorbância foi obtida utilizando um leitor de microplacas híbrido 
multi-modo Synergy H1 a 650 nm. Um agonista (colágeno do tipo I, 4 µg.mL-1) foi 
adicionado em cada poço. Então, o plasma que contém plaquetas a uma 
concentração de 200 x 106 plaquetas/cavidade foi adicionado para um volume final 
de 150 µL. As leituras foram tomadas no tempo zero e depois de 15 min para induzir 
a agregação plaquetária. A placa foi agitada durante 10 s antes do início de cada 
ensaio, com uma amplitude de 2 mm (174 rpm) e 3 s antes de cada leitura e com 
uma amplitude de 1 mm (114 rpm) a 37 °C. 
 
4.4.10.5 Análise estatística 
A análise estatística foi realizada através do software GraphPad Prism 
(versão 5.00, San Diego, CA, EUA). Os resultados foram expressos como média ± 
erro padrão da média. As comparações entre grupos foram testadas por ANOVA de 
uma via. Para os ensaios in vitro baseados em cultura de células, foi realizado o 
teste de Tukey. O teste de Bonferroni post hoc foi utilizado para o ensaio in vivo de 







5   RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
5.1 SISTEMA S1: MICROPARTÍCULAS POLIMÉRICAS CONTENDO ÁCIDO 
FERÚLICO, OBTIDAS PELO MÉTODO DE EMULSÃO SIMPLES/EVAPORAÇÃO 
DO SOLVENTE ORGÂNICO, A PARTIR DO POLI(3-HIDROXIBUTIRATO-CO-3-
HIDROXIVALERATO) E POLI-ε-CAPROLACTONA  
 
As micropartículas de PHBV que compõem o sistema S1M1 (M1AF0, M1AF5, 
M1AF10 e M1AF20) e as micropartículas de PCL do sistema S1M2 (M2AF0, M2AF5, 
M2AF10 e M2AF20) foram obtidas com sucesso pelo método de emulsão simples 
(O/A) e evaporação do solvente orgânico. Após a secagem, os materiais do sistema 
S1M1 apresentaram um aspecto macroscópico pulverulento de cor amarelo-pálido, 
tonalidade semelhante àquela observada para o PHBV puro. Para o sistema S1M2, 
foi verificado um aspecto físico de pó quase branco. 
 
5.1.1  Rendimento 
 
Os rendimentos foram calculados com base na Equação 1 para as 
micropartículas do sistema S1. A Tabela 5 sumariza os resultados percentuais, 
apresentados na forma de valor médio e desvio padrão.  
 
TABELA 5 – RENDIMENTO* OBTIDO PARA AS FORMULAÇÕES DOS SISTEMAS S1M1 E S1M2, A 
                    PARTIR DO MÉTODO DE EMULSÃO SIMPLES/EVAPORAÇÃO DO SOLVENTE 
Formulação Ácido ferúlico inicial (g) Rendimento (%) 
M1AF0  75,8 ± 1,4 
M1AF5 0,100 65,4 ± 5,2 











60,9 ± 2,3 
65,8 ± 5,2 
63,0 ± 2,9 
65,1 ± 6,4 
62,5 ± 4,7 
* média (n = 3) ± desvio padrão 
 
Todas as formulações revelaram um rendimento superior a 60%, o que pode 
ser considerado aceitável a partir do método empregado. Tanto para o sistema 
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S1M1, quanto para o sistema S1M2, as micropartículas elaboradas com a 
quantidade de fármaco correspondente a 10% de ácido ferúlico apresentaram um 
melhor rendimento, sendo 67,9% para a formulação M1AF10 e 65,1% para a 
formulação M2AF10. 
 
5.1.2  Determinação do Teor de Umidade 
 
A Tabela 6 fornece os resultados referentes ao teor de água presente nas 
micropartículas que integram os sistemas M1 e M2, frente aos valores obtidos para o 
ácido ferúlico (1,47%), PHBV (1,29%) e PCL (1,12%).  
Para o sistema S1M1, foi verificado que as micropartículas apresentaram um 
teor de umidade semelhante ao do fármaco puro, variando entre 1,26% e 1,40%, 
respectivamente para as formulações M1AF10 e M1AF20. Valores de umidade, 
próximos aos materiais de partida, foram obtidos para as micropartículas do sistema 
S1M2, entre 1,08% (formulação M2AF5) e 1,48% (formulação M2AF0). Esses 
resultados indicam que o processo de secagem em estufa a 35 ± 2 ºC foi efetivo na 
remoção da água empregada no processo de microencapsulação.  
 
TABELA 6 – TEOR DE ÁGUA* OBTIDO PARA O ÁCIDO FERÚLICO, PARA O PHBV, PARA A PCL 
                     E PARA AS MICROPARTÍCULAS DO SISTEMA S1 (M1 E M2) 
* média (n = 3) ± desvio padrão 
A quantidade de água residual nos pós tem grande influência sob a sua 
estabilidade física, ao mesmo tempo em que controla a magnitude das forças 
capilares responsáveis pela agregação das partículas (BOSQUILLON et al., 2004). 
Dessa forma, o teor de água tem relevância para prever possíveis alterações nos 
Material Umidade (%) 
Ácido ferúlico 1,47  0,12 
PHBV 
PCL 
1,29  0,17 
1,12  0,12 
M1AF0 1,39  0,15 
M1AF5 1,29  0,06 






1,40  0,12 
1,48  0,13 
1,08  0,11 
1,28  0,08 
1,10  0,14 
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materiais elaborados. Considerando que os resultados obtidos no presente trabalho 
demonstram uma umidade reduzida, é possível estabelecer que essa água residual 
tenha pouca interferência na estabilidade física das micropartículas. 
 
5.1.3 Determinação do Ácido Ferúlico Incorporado nas Micropartículas e Eficiência 
de Encapsulação 
 
5.1.3.1 Desenvolvimento e otimização do método analítico 
Testes preliminares foram realizados a fim de elaborar um método rápido e 
eficaz para a quantificação do AF utilizando CLAE. As condições cromatográficas 
foram investigadas, principalmente relacionadas com a composição da fase móvel. 
Corridas iniciais foram realizadas utilizando uma fase móvel contendo acetonitrila: 
água (16:84 v/v) adicionada de ácido acético glacial a 1% baseado em um método 
anteriormente relatado para a quantificação de AF no plasma (LI & BI 2003). No 
entanto, picos irregulares foram observados, mostrando uma baixa resolução 
cromatográfica, provavelmente devido a diferenças instrumentais e de coluna 
analítica. 
A fim de melhorar a qualidade do método cromatográfico, várias proporções 
em modo isocrático foram testadas usando diferentes misturas de acetonitrila: 
metanol:água ajustado a pH 3,0 com ácido acético. Estes ensaios demonstraram 
que a proporção de acetonitrila:metanol:água ajustado a pH 3,0 com ácido acético 
(24:24:52 v/v) era mais adequada para a otimização deste método. Picos 
cromatográficos simétricos de AF foram observados, porém, não foi possível 
estabelecer uma repetibilidade e precisão do método utilizando esta proporção de 
fase móvel.  
Portanto, ensaios adicionais foram realizados removendo a acetonitrila da 
fase móvel e o ácido acético foi substituído pelo ácido ortho-fosfórico (0,1 N) como 
agente acidificante do meio e testado em diferentes valores de pH. A fase móvel 
composta por água ajustada para pH 3,0 usando ácido ortho-fosfórico 0,1 N e 
metanol (52:48 v/v) proporcionou uma cauda inferior e um pico mais simétrico do AF 
com um menor tempo de retenção (pratos teóricos = 1253, k'= 3,77 e fator de 
assimetria = 1,3). O pico foi detectado em 4,86 min (Figura 11), o que é adequado 
para análises de rotina. 
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Resumindo, a fase móvel água ajustada para pH 3,0 usando ácido ortho-
fosfórico 0,1 N e metanol (52:48 v/v), temperatura da coluna de 25 ± 2 °C, volume de 
injeção de amostra de 10 µL, fluxo isocrático de 1,0 mL.min–1, detector ajustado a 
320 nm, e tempo de análise de 8 min foram escolhidos como as condições 
cromatográficas adequadas para os procedimentos adicionais, incluindo a validação 
do método. 
 
FIGURA 11 – CROMATOGRAMA DE CLAE CORRESPONDENTE AO PADRÃO DE ÁCIDO 
                          FERÚLICO (40 µg.mL–1). FASE MÓVEL: ÁGUA AJUSTADA PARA PH 3,0 USANDO 
                          ÁCIDO ORTHO-FOSFÓRICO 0,1 N E METANOL (52:48 v/v); FLUXO: 1,0 mL.min
–1
; 
                         COMPRIMENTO DE ONDA DE DETECÇÃO: 320 nm; TEMPERATURA DA COLUNA: 








5.1.3.2 Validação do método analítico para a quantificação do ácido ferúlico 
Os parâmetros avaliados foram linearidade, limite de detecção, limite de 
quantificação, repetibilidade, precisão intermediária, exatidão e robustez (ICH, 
2005). 
A especificidade foi determinada pela análise dos cromatogramas das 
micropartículas do sistema S1 preparadas sem o fármaco (M1AF0 e M2AF0) em 
comparação com os obtidos para as micropartículas que contém o ácido ferúlico 
(M1AF10 e M2AF10). Os resultados mostraram que não houve interferência no 
tempo de retenção do AF com a adição de excipientes na formulação. Neste sentido, 
é possível confirmar a especificidade do método proposto (Figura 12). Além disso, o 
detector de arranjo de diodos indicou que o pico cromatográfico do AF não 
apresentou interferentes (índice de pureza > 0,9999). 
 
FIGURA 12 – CROMATOGRAMAS (λ = 320 nm) DAS MICROPARTÍCULAS DO SISTEMA S1 
                        PREPARADAS SEM O FÁRMACO: M1AF0 (A), M2AF0 (B); EM COMPARAÇÃO COM 
                        O DAS MICROPARTÍCULAS QUE CONTÉM O ÁCIDO FERÚLICO: M1AF10 (C) E 
                       M2AF10 (D) 
 
FONTE: O autor (2016). 
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A Figura 13 ilustra a curva analítica média obtida para quantificação do 
fármaco em solução metanólica, apresentando a equação da reta e o valor do r 
médio encontrado na faixa de concentração de 10,0 a 70,0 g.mL–1. A equação 
linear obtida pelo método dos mínimos quadrados foi y = 51,1011x + 26,2381, onde 
y é a área do pico e x é a concentração da solução padrão em g.mL–1. O estudo de 
linearidade revelou um valor de coeficiente de correlação (r) médio igual a 0,9998, 
indicando uma regressão linear significativa.  
 
FIGURA 13 – REPRESENTAÇÃO GRÁFICA DA CURVA ANALÍTICA PADRÃO PARA A 
                            DETERMINAÇÃO DO ÁCIDO FERÚLICO OBTIDA POR CLAE NA FAIXA DE 
                            CONCENTRAÇÃO DE 10 A 70 g.mL
–1
 (n = 3) 
 




























Concentração de ácido ferúlico (µg/mL)
 FONTE: O autor (2016). 
 
Com os dados provenientes da avaliação de linearidade, foram calculados os 
limites de detecção e de quantificação, por meio das Equações 4 e 5, 
respectivamente. Os valores obtidos foram 0,334 g.mL–1 para o limite de detecção 
e 1,012 g.mL–1 para o limite de quantificação. Estes resultados indicam que o 
método cromatográfico é adequado para detectar e quantificar o AF na faixa de 
concentração entre 10,0 e 70,0 g.mL–1. 
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A exatidão foi avaliada usando um método de recuperação e mostrou valores 
de porcentagem de recuperação variando entre 99 e 101% (Tabela 7) para os três 
níveis de concentração avaliados, o que caracteriza o método como exato, segundo 
preceitos do ICH (1996) e da ANVISA (2003). 
 












Baixa 15 15,11±0,25 100,73 1,65 
Média 45 44,91±0,44 99,80 0,98 
Alta 65 64,36±0,55 99,02 0,85 
*n = 3, ** DPR = desvio padrão relativo 
 
Os resultados de repetibilidade e de precisão intermediária, expressos em 
termos de desvio padrão relativo (DPR), estão apresentados na Tabela 8. Para 
ambos os estudos, os valores de DPR foram inferiores a 5%, demonstrando a 
repetibilidade e a precisão intermediária do método analítico empregado (ANVISA, 
2003). 
A avaliação da robustez do método analítico foi baseada nos valores de DPR 
obtidos a partir da alteração dos parâmetros de análise, tais como a temperatura da 
coluna analítica (30 e 40 °C), o fluxo isocrático (0,9 e 1,1 mL.min–1) e o pH da fase 
móvel (4,0 e 6,0). Com relação a estes parâmetros, os valores de DPR foram 







TABELA 8 – VALORES EXPERIMENTAIS OBTIDOS NOS ENSAIOS DE REPETIBILIDADE E 




medida ± DP* 
(µg.mL–1) 
DPR** (%) 
Repetibilidade (n = 9)  
15 16,82 ± 0,24 1,43 
40 40,21 ± 0,31 0,77 
65 64,67 ± 0,30 0,46 
Precisão Intermediária (n = 3)  
Dia 2  
40 39,44 ± 0,05 0,13 
Dia 3  
40 40,32 ± 0,78 1,93 
*DP = desvio padrão; **DPR = desvio padrão relativo 
 
 
TABELA 9 – VALORES EXPERIMENTAIS OBTIDOS NOS ENSAIOS DE ROBUSTEZ (n = 3) 
Parâmetro 
Conteúdo de fármaco (%) 
 ± DP* 





0,9 102,71 ± 1,93 1,88 5,39 
1,0 100,12 ± 0,60 0,60 4,86 
1,1 99,78 ± 0,57 0,57 4,49 
 
pH da fase móvel 
3,0 100,12 ± 0,60 0,60 4,86 
4,0 97,56 ± 0,98 1,00 4,80 
6,0 98,03 ± 0,37 0,38 4,52 
Temperatura 
(°C) 
ambiente 100,12 ± 0,60 0,60 4,86 
30 100,09 ± 1,09 1,09 4,71 
40 99,14 ± 2,22 2,24 4,44 





5.1.3.3 Estudo de degradação forçada 
Quanto à presença de produtos de degradação, estudo de degradação 
forçada apresentaram resultados diferentes, dependendo da condição de estresse 
utilizado. Após a exposição ao meio ácido, aproximadamente 29,37% do AF foi 
degradado (Figura 14,A) e o pico do fármaco foi detectado em 4,56 min. Em 
condições alcalinas, uma degradação de 16,33% do AF foi observada e o pico do 
fármaco detectado em 4,55 min (Figura 14,B). Nenhum trabalho anterior investigou a 
degradação do AF usando HCl 0,1 mol.L–1 e NaOH 0,1 mol.L–1. 
 
FIGURA 14 – CROMATOGRAMAS OBTIDO APÓS UMA HORA DE EXPOSIÇÃO DO ÁCIDO 
                          FERÚLICO SOB CONDIÇÕES ÁCIDAS (A) E ALCALINAS (B) 
























FONTE: O autor (2016). 
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Sob condições fotolíticas, as diminuições na concentração de AF a partir de 
uma solução de metanol foram observados (Figura 15). Por outro lado, a cubeta 
coberta por papel de alumínio não demostrou nenhuma degradação após o período 
de 6 h, o que indica que não houve degradação térmica durante o processo de 
fotodegradação. Além disso, nenhum pico adicional foi verificado nos 
cromatogramas do estudo de degradação forçada demonstrando que os produtos de 
degradação não foram detectados usando as condições cromatográficas propostas 
nesta metodologia. 
Com o intuito de elucidar a cinética de fotodegradação do AF a partir de uma 
solução metanólica, os dados experimentais foram ajustados a equações de ordem 
zero, primeira e segunda ordem. Estes gráficos (Figura 15) indicam que processo de 
fotodegradação do AF em solução metanólica, foi regido por uma cinética de 
segunda ordem com uma constante de velocidade de 6,27x104 L.mol–1 x h. Neste 
caso, a degradação do AF é dependente da concentração de fármaco. 
 
5.1.3.4 Eficiência de encapsulação 
A concentração de fármaco incorporado nas micropartículas (mg.g-1) e a 
eficiência de encapsulação (%) para o sistema S1 foram realizadas pelo método de 
CLAE previamente validado e estão resumidas na Tabela 10. Todas as formulações 
preparadas pelo método da emulsão/evaporação do solvente orgânico apresentaram 
valores adequados de EE, superiores a 98%.  
Estes valores podem ser justificados, principalmente, devido à baixa 
solubilidade aquosa (6,63 mg.dL–1, a pH = 7,2) do AF (SAIJA et al., 2000)  que 
acarretou em um aumento da concentração de fármaco no interior da micropartícula. 
Estes resultados são semelhantes ou melhores do que os anteriormente relatados 
na literatura. Nanopartículas lípicas sólidas de ácido esteárico- e estearil ferulato 
contendo E-AF revelaram uma EE de 95,4 e 97,7%, respectivamente (TROMBINO et 
al., 2013). Nanopartículas de poli-D,L-ácido lático-co-ácido glicólico (PLGA)  
(Mw 40,000-75,000 g.mol
-1) contendo AF apresentaram uma EE de 76% (MERLIN et 
al., 2012). Uma incorporação superior a 60% foi obtida para o complexo de inclusão 




Portanto, o método validado foi aplicado com sucesso para a determinação do 
AF em micropartículas poliméricas e pode ser considerado uma ferramenta 
importante para o controle de qualidade destas formulações. 
 
FIGURA 15 – AJUSTE GRÁFICO DAS CONCENTRAÇÕES REMANESCENTES DE ÁCIDO 
                          FERÚLICO VERSUS TEMPO PARA AS EQUAÇÕES DE ORDEM ZERO (a), 
                          PRIMEIRA ORDEM (b), E SEGUNDA ORDEM (c) NO ENSAIO DE 


























































































































FONTE: O autor (2016). 
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TABELA 10 – TEOR
*
 DE ÁCIDO FERÚLICO INCORPORADO NAS MICROPARTÍCULAS DE PHBV 
                       E DE PCL (mg.g
–1
) E EFICIÊNCIA DE ENCAPSULAÇÃO (EE, %)   
Micropartículas Ácido ferúlico incorporado 
(mg.g–1) 
EE (%) 
M1AF5 49,51 ± 0,21 99,02 
M1AF10 100,12 ± 0,60 100,12 
M1AF20 198,65 ± 0,97 99,32 
M2AF5 49,35 ± 1,76 98,70 
M2AF10 98,70 ± 2,06 98,70 
M2AF20 198,20 ± 2,45 99,10 
*média (n = 3) ± desvio padrão 
 
5.1.4  Análises Morfológicas e de Superfície 
 
Os resultados obtidos por MEV para o ácido ferúlico e para os polímeros 
PHBV e PCL estão indicados na Figura 16, sendo que as micrografias foram obtidas 
em aumento de 1200 vezes. Foi observado que o fármaco (Figura 16,a) apresentou 
uma morfologia cristalina. O PHBV (Figura 16,b) revelou, antes da preparação das 
micropartículas, uma forma aglomerada sem estrutura definida. Os péletes de PCL, 
adquiridos do fornecedor Sigma-Aldrich, apresentaram uma superfície levemente 
irregular por MEV (Figura 16,c). 
A avaliação por MEV das micropartículas do sistema S1M1 demonstrou 
formato esférico, com superfície rugosa (Figura 17). Os poros foram verificados, 
inclusive, na superfície das micropartículas M1AF0 (Figura 17,a), elaboradas como 
controle. 
A presença de poros representa uma importante evidência morfológica para 
essas micropartículas, o que pode modificar o processo de liberação de fármacos. 
Dados morfológicos similares foram fornecidos por Maia, Santana e Ré (2004), 
quando micropartículas de PHBV foram preparadas pelo método de emulsão 
simples/evaporação do solvente. De acordo com a literatura, os poros podem ser 
decorrentes da natureza do poli-hidroxialcanoato utilizado e/ou resultantes da 
remoção rápida do solvente orgânico (FARAGO et al., 2008). A rugosidade 
observada, característica do PHBV puro pode favorecer a degradação do mesmo, 
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pois proporciona um aumento na área superficial do polímero (MAIA; SANTANA; RÉ, 
2004). 
 
FIGURA 16 – ASPECTOS MORFOLÓGICOS DO ÁCIDO FERÚLICO PURO (a), DO PHBV (b) E DA 










FIGURA 17 – FOTOMICROGRAFIAS DAS MICROPARTÍCULAS DO SISTEMA S1M1 OBTIDAS 






FONTE: O autor (2016). 
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No entanto, para as micropartículas do sistema S1M2 foi observado um 
formato esférico, com superfície lisa e regular, sem a presença de poros (Figura 18). 
Com o aumento da concentração de ácido ferúlico, alguns cristais de fármaco foram 
verificados na superfície dos materiais, o que pode ser constatado, particularmente, 
na formulação M2AF20 (Figura 18,d). Essa quantidade de fármaco encontrada na 
superfície das micropartículas pode ser rapidamente dissolvida no meio aquoso e 
fornecer um comportamento de liberação imediata (efeito burst) (RIEKES et al., 
2011). Esse efeito foi também observado em outros estudos relacionados a sistemas 
de liberação retardada utilizando biopolímeros (DUARTE et al., 2006; STULZER 
et al., 2008). 
A ocorrência de cristais na superfície das micropartículas poliméricas pode 
ainda estar relacionada à baixa viscosidade da fase orgânica que, em função do 
volume de solvente empregado (40 mL), pode permitir a migração dos cristais para a 
interface da gotícula, durante a etapa de extração. Devido à baixa solubilidade do 
fármaco na fase externa aquosa, os cristais acabam permanecendo na interface até 
o enrijecimento da micropartícula. Esse fenômeno foi relatado anteriormente em 
estudos empregando o processo de emulsão/evaporação de solvente por Lionzo 














FIGURA 18 – FOTOMICROGRAFIAS DAS MICROPARTÍCULAS DO SISTEMA S1M2 OBTIDAS 






FONTE: O autor (2016). 
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Com relação à análise por difração de raios X (Figuras 19 e 20), foi verificado 
que os difratogramas das micropartículas, preparadas na presença e na ausência do 
fármaco, indicaram perfis semelhantes aos obtidos para os polímeros de partida. 
Para as micropartículas S1M1 (Figura 19) e S1M2 (Figura 20), as intensidades de 
difração cristalina foram menores do que aquelas observadas para as respectivas 
misturas físicas, não sendo possível visualizar os picos característicos de 
cristalinidade do ácido ferúlico. Esses resultados sugerem que o método de 
microencapsulação foi responsável por reduzir a cristalinidade do fármaco e que o 
mesmo pode estar em dispersão molecular no interior das micropartículas ou na 
superfície do material polimérico, apresentando estado amorfo. 
 
FIGURA 19 – DIFRATOGRAMAS DO ÁCIDO FERÚLICO, DO PHBV, DA MISTURA FÍSICA E DAS 
                        MICROPARTÍCULAS S1M1 
























FONTE: O autor (2016). 
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FIGURA 20 – DIFRATOGRAMAS DO ÁCIDO FERÚLICO, DA PCL, DA MISTURA FÍSICA E DAS 
                         MICROPARTÍCULAS S1M2  























 FONTE: O autor (2016). 
 
5.1.5 Determinação do Tamanho de Partícula e da Dispersão Granulométrica 
 
Os resultados de diâmetro médio e de span para as micropartículas 
poliméricas do sistema S1 estão apresentados na Tabela 11, sendo que as 
distribuições granulométricas estão demonstradas nas Figuras 21 e 22. 
Para o sistema M1, a análise por espectroscopia de difração a laser indicou a 
presença de micropartículas poliméricas com diâmetro médio entre 15,40 μm 
(formulação M1AF10) e 30,05 μm (formulação M1AF5). As micropartículas do 
sistema M2 mostraram diâmetros médios variando de 38,21 μm (controle negativo) a 
50,20 μm (formulação M2AF5). Esses resultados indicam tamanhos de partícula 
superiores aos observados por MEV, o que pode ser justificado pela leitura de 




Todas as formulações preparadas apresentaram valores de diâmetro médio 
inferiores a 50,20 μm e, embora esse tamanho de partícula não permita uma 
absorção pelos enterócitos, a administração oral dessas micropartículas pode 
proporcionar um efeito sustentado do fármaco, devido ao seu tempo prolongado de 
trânsito intestinal (DESAI et al., 1996). 
 
TABELA 11 – DIÂMETRO MÉDIO E SPAN
1
 (DISPERSÃO GRANULOMÉTRICA) PARA AS 
                           MICROPARTÍCULAS DO SISTEMA S1 (M1 E M2), INDICANDO O TEOR
2
 DE 





Diâmetro médio (m) Span 
M1AF0  28,99 1,80 
M1AF5 49,51 ± 0,021 30,05 1,52 
M1AF10 98,85 ± 0,005 15,40 1,62 
M1AF20 198,65 ± 0,097 15,45 1,82 
M2AF0  38,21 1,21 
M2AF5 49,35 ± 1,76 50,20 0,95 
M2AF10 98,70 ± 2,06 47,59 0,92 
M2AF20 198,20 ± 2,45 45,11 0,96 
1 calculado a partir do diâmetro das partículas correspondente a 90%, 10% e 50% da distribuição 
acumulada para cada amostra 
2
 média (n = 3) ± desvio padrão 
 
Com relação aos valores de span, todos os materiais do sistema S1 
(micropartículas M1 e M2) revelaram valores inferiores a 2, o que representa uma 
estreita dispersão em função da proximidade dos dados em torno da média. Dessa 
forma, as micropartículas formuladas a partir do PHBV e da PCL apresentaram um 
comportamento monomodal. 
Trombino et al. (2013) obtiveram nanopartículas sólidas lipídicas contendo 
ácido ferúlico preparadas a partir do estearil ferulato e do ácido esteárico com 
diâmetros médios de partícula entre 0,5 e 0,6 μm. Esses valores são inferiores aos 
observados no presente trabalho, o que pode ser atribuído às diferenças entre os 







FIGURA 21 – DISTRIBUIÇÃO GRANULOMÉTRICA OBTIDA PARA AS MICROPARTÍCULAS DO 











































































































































































































FIGURA 22 – DISTRIBUIÇÃO GRANULOMÉTRICA OBTIDA PARA AS MICROPARTÍCULAS DO 





























































































































































































































5.1.6   Avaliação por Espectroscopia na Região do Infravermelho 
 
Os espectros de IVTF do sistema S1 (micropartículas M1 e M2) estão 
mostrados nas Figuras 23 e 24, respectivamente. O espectro do ácido ferúlico puro 
indicou uma banda típica referente à vibração de deformação axial do grupamento 
OH em 3437 cm-1. A ocorrência de uma banda em 3016 cm-1 no espectro é atribuída 
ao estiramento assimétrico do grupamento C-H. O evento de uma banda em 1713 
cm-1 se deve ao estiramento do grupamento carbonila conjugado ao anel aromático 
e três bandas intensas e características em 1618, 1598 e 1518 cm-1, 
correspondentes às vibrações de deformação axial do anel aromático. Absorção em 
1464 cm-1 é indicativo da deformação axial do grupamento C-H do anel aromático.  A 
banda em 1272 cm-1 é atribuída à deformação axial do grupamento C-O-C. Ainda, as 
bandas nítidas em 804 e 832 cm-1 são devidas a dois átomos de hidrogênio 
adjacentes no anel fenil (SAJJADI et al., 2012; WANG et al., 2011). 
O espectro infravermelho do PHBV exibiu uma banda forte em 1720 
cm–1 devido ao estiramento do grupamento C=O. Bandas típicas de 800-975 cm–1 
foram correspondentes à vibração de estiramento simétrico de –C–O–C–, Além 
disso, o estiramento antisimétrico de –C–O–C– conduziu a formação de bandas 
entre 1060 e 1150 cm–1 (MAGHSOODI, 2009). Considerando que a PCL também é 
um poliéster alifático, seu espectro foi semelhante ao do PHBV com uma banda forte 
em 1727 cm–1, correspondente a vibração de deformação axial do grupamento C=O 
e duas bandas em 2943 e 2864 cm–1, devido as vibrações simétricas e assimétricas 
do grupamento –CH2, respectivamente (POLETTO et al., 2007).  
Os espectros obtidos para as micropartículas de PHBV e de PCL 
apresentaram bandas de absorção nas mesmas faixas de número de onda 
observados para as respectivas misturas físicas. Portanto, é possível estabelecer 
que nenhuma ligação química entre o fármaco e os polímeros foi formada durante o 







FIGURA 23 – ESPECTROS IVTF DO PHBV, ÁCIDO FERÚLICO (AF), DA MISTURA FÍSICA (MF) E 
                       DAS MICROPARTÍCULAS M1AF0, M1AF5, M1AF10 E M1AF20 




























FONTE: O autor (2016). 
FIGURA 24 – ESPECTROS IVTF DA PCL, ÁCIDO FERÚLICO (AF), DA MISTURA FÍSICA (MF) E 
                        DAS MICROPARTÍCULAS M2AF0, M2AF5, M2AF10 E M2AF20 


























FONTE: O autor (2016). 
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5.2 SISTEMA S2: MICROPARTÍCULAS CONTENDO ÁCIDO FERÚLICO, 
PREPARADAS PELO MÉTODO DE SECAGEM POR ASPERSÃO, A PARTIR DO 
POLÍMERO (MET)ACRÍLICO EUDRAGIT® L100 
 
As micropartículas de Eudragit® L100 que compõem o sistema S2 (M3AF0, 
M3AF5, M3AF10 e M3AF20) foram obtidas com sucesso pelo método de secagem 
por aspersão. Após a secagem, os materiais do sistema S2 apresentaram um 
aspecto macroscópico pulverulento de cor branca, semelhante à observada para o 
Eudragit® L100 puro. 
 
5.2.1  Rendimento 
 
Os rendimentos foram calculados com base na Equação 2 para as 
micropartículas do sistema S2. A Tabela 12 sumariza os resultados percentuais, 
apresentados na forma de valor médio e desvio padrão. 
Todas as formulações revelaram um rendimento superior a 65%, o que pode 
ser considerado aceitável a partir do método empregado. As micropartículas 
elaboradas com a menor quantidade de fármaco (5% de ácido ferúlico) 
apresentaram o menor valor de rendimento, sendo 65,4% para a formulação M3AF5, 
67,9% para a M3AF10 e 67,9% para a formulação M3AF20. 
 
TABELA 12 – RENDIMENTO* OBTIDO PARA AS FORMULAÇÕES DO SISTEMA S2, A PARTIR DO 
                      MÉTODO DE SECAGEM POR ASPERSÃO 
Formulação Ácido ferúlico inicial (g) Rendimento (%) 
M3AF0  75,8 ± 9,3 
M3AF5 0,100 65,4 ± 8,2 
M3AF10 0,200 67,9 ± 4,5 
M3AF20 0,400 67,9 ± 5,9 
* média (n = 3) ± desvio padrão 
 
O processo de secagem por aspersão pode fornecer baixos valores de 
rendimento que podem ser justificados pela adsorção do pó na torre de secagem, 
processo observado visivelmente, ou ainda, devido às perdas de fármaco não 
encapsulado com o fluxo do ar de secagem, através da abertura superior do ciclone 
98 
 
(RATTES & OLIVEIRA, 2007; OLIVEIRA; BOTT; SOUZA, 2006; SOUZA & 
OLIVEIRA, 2006). 
 
5.2.2   Determinação do Teor de Umidade 
 
A Tabela 13 fornece os resultados referentes ao teor de água presente nas 
micropartículas que integram o sistema S2, frente aos valores obtidos para o ácido 
ferúlico (1,47%) e Eudragit® L100 (1,62%).  
As micropartículas do sistema S2 apresentaram um teor de umidade 
semelhante ao do fármaco e do polímero puro, variando entre 1,40% e 1,58%, 
respectivamente para as formulações M3AF5 e M3AF0. Esses resultados indicam 
que o processo de secagem por aspersão foi efetivo na remoção da mistura água-
etanol (50:50 v/v) empregada como solvente no processo de microencapsulação. 
O conteúdo de umidade das partículas submetidas ao processo de secagem 
por aspersão é um importante indicativo da eficiência de secagem e da qualidade 
dos produtos obtidos. As propriedades de fluxo, a compressibilidade, a tendência à 
aglomeração e a estabilidade dos materiais são altamente dependentes dos teores 
de água (RATTES & OLIVEIRA, 2007; BOSQUILLON et al., 2004). Nesse sentido, 
um baixo teor de água, semelhante ao das matérias-primas, garante uma qualidade 
adequada para a utilização proposta. 
 
 TABELA 13 – TEOR DE ÁGUA* OBTIDO PARA O ÁCIDO FERÚLICO, PARA O EUDRAGIT
®
 L100 E 
                       PARA AS MICROPARTÍCULAS DO SISTEMA S2 
Material Umidade (%) 
Ácido ferúlico 1,47  0,12 
Eudragit® L100 1,62  0,15 
M3AF0 1,58  0,12 
M3AF5 1,40  0,09 
M3AF10 1,43  0,10 
M3AF20 1,52  0,08 




5.2.3 Determinação do Ácido Ferúlico Incorporado nas Micropartículas e Eficiência 
de Encapsulação (EE) 
 
O teor de fármaco (mg.g-1) e a eficiência de encapsulação (%) para 
micropartículas estão resumidos na Tabela 14. Valores elevados de EE foram 
obtidos para as micropartículas de Eudragit® L100 preparadas por secagem por 
aspersão a partir do método analítico de CLAE previamente validado. Todas as 
formulações apresentaram valores adequados de EE, próximos a 100%. 
 
TABELA 14 – TEOR
1
 DE ÁCIDO FERÚLICO INCORPORADO NAS MICROPARTÍCULAS DE 




) E EFICIÊNCIA DE ENCAPSULAÇÃO
2




                         
EE (%) 
 
M3AF0 — —  
M3AF5 102,08  1,78 102,08  
M3AF10 204,42  2,46 102,21  
M3AF20 404,10  2,32 100,82  
1
média (n = 3) ± desvio padrão 
2
média (n = 3) 
 
Resultados semelhantes ou inferiores foram previamente relatados para 
materiais nanoparticulados contendo este fármaco. Nanopartículas de poli-D,L-ácido 
lático-co-ácido glicólico (PLGA) (Mw 40,000-75,000 g.mol
-1) contendo AF 
apresentaram uma EE de 76% (MERLIN et al., 2012). Nanopartículas lípicas sólidas 
de ácido esteárico- e estearil ferulato contendo AF revelaram uma EE de 95,4 e 
97,7%, respectivamente (TROMBINO et al., 2013). Estas diferenças estão 
basicamente relacionadas com o processo de microencapsulação realizado. Este 
trabalho é o primeiro a relatar a utilização do método de secagem por aspersão para 
a obtenção de micropartículas poliméricas contendo AF. Durante este processo de 
secagem, a evaporação do solvente é rápida e o aprisionamento do fármaco ocorre 
quase que instantaneamente (GHARSALLAOUI et al.,  2007). Se não ocorrer 
separação de fases ou segregação do fármaco ou do polímero durante a secagem, 
uma elevada eficiência de encapsulação pode ser obtida. Além disso, é um 
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procedimento de única etapa, de baixo custo, e de fácil transposição de escala (RIZI 
et al., 2011) e que não envolve solventes orgânicos de elevada toxicidade para 
microencapsulação, quando comparado, por exemplo, ao método de emulsão 
evaporação do solvente (óleo em água ou óleo em óleo). Assim, a secagem por 
aspersão proporciona valores elevados de EE e inúmeras vantagens em relação à 
microtecnologia farmacêutica. 
 
5.2.4   Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 
 
Os resultados obtidos por MEV para o ácido ferúlico e para o polímero de 
partida estão indicados na Figura 25, sendo que as micrografias foram obtidas em 
aumento de 500 vezes. Foi observado que o fármaco (Figura 25,a) apresentou uma 
morfologia cristalina. O Eudragit® L100 (Figura 25,b) revelou, antes da preparação 
das micropartículas, uma geometria esférica e superfície lisa. 
 
FIGURA 25 – ASPECTOS MORFOLÓGICOS DO ÁCIDO FERÚLICO PURO (a) (AUMENTO DE 
                         1200 X) E DO EUDRAGIT
®




FONTE: O autor (2016). 
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A avaliação por MEV das micropartículas do sistema S2 (Figura 26, a-d) 
demonstrou formato esférico ou quase esférico, com superfície lisa.  
As micropartículas preparadas por secagem por aspersão (M3AF0, M3AF5, 
M3AF10 e M3AF20) apresentarem-se, de maneira geral, com formatos esféricos, 
com superfícies lisas e/ou levemente irregulares, sem a presença de poros, e com 
algumas deformações e concavidades características. Na formulação M3AF20 foram 
verificados alguns cristais de fármaco na superfície dos materiais (Figura 26,d). 
As deformações observadas estão relacionadas à estrutura oca das 
micropartículas que tornaram-as colabadas e enrugadas. Este comportamento é 
característico dos processos de secagem por aspersão (RAO et al., 2013; RIZI et al., 
2011; ESPOSITO et al., 2000), especialmente considerando a matéria-prima que foi 
utilizada. Se o material particulado é oco, após a secagem ele apresenta a tendência 


















FIGURA 26 – FOTOMICROGRAFIAS DAS MICROPARTÍCULAS DO SISTEMA S2 OBTIDAS POR 






FONTE: O autor (2016). 
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5.2.5 Determinação do Tamanho de Partícula e da Dispersão Granulométrica 
 
 
Os resultados de diâmetro médio e de span para as micropartículas de 
Eudragit® L100 do sistema S2 estão apresentados na Tabela 15.   
Todas as formulações preparadas apresentaram valores de diâmetro médio 
entre 2 e 3 μm. O tamanho micrométrico dessas micropartículas pode proporcionar 
um efeito sustentado do fármaco quando administrado por via oral, devido ao seu 
tempo prolongado de trânsito intestinal (BARBOZA et al., 2014; DESAI et al., 1996).  
Com relação aos valores de span, todas as formulações do sistema S2 
revelaram valores inferiores a 2, o que representa uma estreita dispersão em função 
da proximidade dos dados em torno da média (FARAGO et al., 2008). Dessa forma, 
as micropartículas formuladas a partir do Eudragit® L100 apresentaram um 
comportamento monomodal adequado. 
 
 
TABELA 15 – TEOR DE ÁGUA
1
, TEOR DE ÁCIDO FERÚLICO INCORPORADO NAS 
                             MICROPARTÍCULAS
1
, EFICIÊNCIA DE ENCAPSULAÇÃO (EE)
2
, DIÂMETRO 
                             MÉDIO
1
, E SPAN PARA AS MICROPARTÍCULAS DE EUDRAGIT
®
 L100 DO 
                             SISTEMA S2 









M3AF0 1,58  0,12 — — 2,46  0,99 1,44 
M3AF5 1,40  0,09 102,08  1,78 102,08 2,48  1,29 1,53  
M3AF10 1,43  0,10 204,42  2,45 102,21 2,61  1,16 1,32 
M3AF20 1,52  0,08 404,10  2,32 100,82 2,54  0,99 1,33 
1
média (n = 3) ± desvio padrão 
2










5.2.6   Avaliação por Espectroscopia na Região do Infravermelho 
 
Os espectros de IVTF do sistema S2 (AF, Eudragit® L100, mistura física e 
micropartículas) estão mostrados na Figura 27. O espectro de IVTF do ácido ferúlico 
puro indicou bandas de absorção referentes à vibração de deformação axial do 
grupamento OH (3442 cm-1), vibrações de estiramento de C-H aromático e de alceno 
(3018 cm-1), vibrações de estiramento de C-H de alcano (2972 cm-1), vibração de 
estiramento de C=O conjugado ao anel aromático (1691 cm-1), vibração de 
estiramento de C=C aromático (1618, 1595, 1518, 1432 cm-1), vibração de 
estiramento assimétrico de C-O-C (1277 cm-1) e vibração de estiramento de C-OH 
(1204 cm-1). 
O espectro de IVTF do Eudragit® L100 apresentou uma banda alargada 
decorrente da vibração de estiramento de OH (3500-3000 cm-1), uma banda 
relacionada à vibração de estiramente de C-H alifático (3000-2900 cm-1) e uma 
banda de vibração de estiramento de C=O do grupo éster e de ácido carboxílico 
(1740-1695 cm-1).  
As bandas de absorção atribuídas à mistura física corresponderam 
simplesmente à sobreposição dos espectros de IVTF do AF puro e do Eudragit® 
L100. Em geral, os espectros IVTF das micropartículas de Eudragit® L100 contendo 
o AF mostraram as bandas de absorção típicas das matérias-primas, principalmente 
do Eudragit® L100 (Figura 27). No entanto, os espectros de IVTF dessas 
formulações também demonstraram alterações e ampliação da banda de OH e 
mudança no número de onda do grupo C=O em comparação com a mistura física. 
Esse resultado sugere que uma interação intermolecular do tipo ligação de 
hidrogênio (O-H•••O=C) foi formada entre o AF e o Eudragit® L100 após o 
procedimento de secagem por aspersão. Sahoo et al. (2012) observaram 
previamente que ligações de hidrogênio tem uma influência significativa na forma e 
intensidade das bandas, geralmente causando ampliação nas bandas e mudanças, 
o que foi semelhante aos nossos resultados e pode conduzir a uma liberação 







FIGURA 27 – ESPECTROS IVTF DO AF, DO POLÍMERO DE PARTIDA EUDRAGIT
®
 L100, DA 
                          MISTURA FÍSICA (MF) (AF:EUDRAGIT
®
 L100, 1:1 m/m) E DAS 
                          MICROPARTÍCULAS M3AF0, M3AF5, M3AF10 E M3AF20 QUE INTEGRAM O 
                         SISTEMA S2 

































































Eudragit® L100  
 
FONTE: O autor (2016). 
5.2.7 Difração de Raios X 
 
A Figura 28 sumariza os resultados obtidos por difração de raios X para o 
ácido ferúlico puro, para o Eudragit® L100, para a mistura física e para as 
micropartículas do sistema S2. No caso do fármaco puro, foram verificados 
diferentes picos relacionados com a sua estrutura cristalina, sendo que os picos 
principais aparecem em 2θ = 9,02, 12,86, 15,62, e 26,46o, enquanto que o  
Eudragit® L100 apresentou um padrão de difração não-cristalino. Uma redução nos 
picos de cristalinidade típicos do AF foi observada na mistura física. As 
micropartículas do sistema S2 demosntraram perfis de difração cristalina muito 
semelhante ao Eudragit® L100 puro, não sendo observados os picos de 
cristalinidade característicos do AF. 
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Com relação à análise por difração de raios X, os difratogramas das 
micropartículas sugerem que o processo de microencapsulação promoveu uma 
diminuição notável dos picos de difração cristalina característicos do ácido ferúlico, 
levando à amorfização do fármaco.  
Substâncias no estado sólido podem revelar características cristalinas e/ou 
amorfas. Em geral, os sólidos amorfos são mais solúveis do que as formas 
cristalinas, devido às energias livres envolvidas no processo de dissolução. Sólidos 
no estado amorfo têm moléculas dispostas aleatoriamente e, portanto, pouca 
energia é necessária para separá-los. Consequentemente, a sua dissolução é mais 
rápida do que quando na forma cristalina (STULZER et al., 2009). Tendo em vista 
que, o AF é um fármaco de baixa solubilidade aquosa, este comportamento pode 
acarretar em um melhor desempenho no seu perfil de dissolução. 
 
FIGURA 28 – DIFRATOGRAMAS DO AF, DO POLÍMERO DE PARTIDA EUDRAGIT
®
 L100, DA 
                        MISTURA FÍSICA (MF) (AF: EUDRAGIT
®
 L100, 1:1 m/m) E DAS MICROPARTÍCULAS 
                        M3AF0, M3AF5, M3AF10 E M3AF20 QUE INTEGRAM O SISTEMA S2 































FONTE: O autor (2016). 
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5.2.8 Análise Térmica 
 
5.2.8.1 Análise termogravimétrica (ATG) 
As curvas de ATG obtidas para as micropartículas do sistema S2 (M3AF0, 
M3AF5, M3AF10 e M3AF20) estão representadas na Figura 29. As formulações 
exibiram três eventos de decomposição térmica. A primeira fase de perda de massa 
foi associada à perda de água. A segunda e a terceira fase foram atribuídas a uma 
combinação da degradação da cadeia polimérica e do fármaco e da volatilização dos 
seus produtos de decomposição, respectivamente. Além disso, os termogramas 
indicaram que a temperatura de início de decomposição térmica de todas as 
micropartículas foi acima de 145 ºC (M3AF0 = 178,4 ºC; M3AF5 = 168,5 ºC; M3AF10 
= 166,1 oC; M3AF20 = 148,1 oC) sob fluxo de N2, o que indica que as micropartículas 
do sistema S2 apresentaram uma estabilidade térmica adequada. 
 
FIGURA 29 – CURVAS DE ATG DAS MICROPARTÍCULAS DO SISTEMA S2: M3AF0 (a), M3AF5 













FONTE: O autor (2016). 










































































































5.2.8.2 Calorimetria exploratória diferencial (CED) 
Os termogramas do ácido ferúlico, do Eudragit® L100, da mistura física (1:1) e 
das micropartículas do sistema S2, avaliados por CED, estão mostrados na Figura 
30. Para o ácido ferúlico, foi observado um único evento térmico de fusão em  
175,2 °C, resultado condizente com o especificado na literatura para esse fármaco 
(ANSELMI et al., 2006). O evento de fusão típico do AF não foi observado nas 
curvas de CED das micropartículas de Eudragit® L100. Este comportamento térmico 
sugere que ocorreu uma amorfização do fármaco. O resultado foi confirmado pelos 
padrões de difração de raios X, nos quais foi constatada a ausência dos picos de 
cristalinidade do fármaco nas micropartículas. 
 
FIGURA 30 – TERMOGRAMAS OBTIDOS POR CED DO ÁCIDO FERÚLICO, DO EUDRAGIT
®
 L100, 
                        DA MISTURA FÍSICA (MF) (AF: EUDRAGIT
®
 L100, 1:1 m/m) E DAS 
                        MICROPARTÍCULAS M3AF0, M3AF5, M3AF10 E M3AF20 QUE INTEGRAM O 
                       SISTEMA S2 




































5.2.9  Estudo de Liberação In Vitro 
 
Os perfis de liberação obtidos para o AF puro e para as micropartículas 
poliméricas do sistema S2 estão apresentados na Figura 31. Quando da avaliação 
do fármaco puro, uma liberação de 80% foi obtida em 12,69 min. Entretanto, as 
formulações do sistema S2 demonstraram a liberação de 80% do AF contido nas 
micropartículas nos tempos médios de 54 min (M3AF5), 50,5 min (M3AF10) e 17,50 
min (M3AF20). Dessa forma, esses resultados demonstraram que as micropartículas 
contendo ácido ferúlico foram efetivas em promover uma taxa de dissolução mais 
lenta do que a do fármaco puro. 
 
 
FIGURA 31 – PERFIL DE LIBERAÇÃO IN VITRO DO FÁRMACO PURO E DAS  






























FONTE: O autor (2016). 
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As formulações M3AF5 (5% de ácido ferúlico) e M3AF10 (10% de ácido 
ferúlico) apresentaram um perfil de liberação estatisticamente mais lento do que o 
fármaco puro. A maior quantidade de polímero nestas formulações provavelmente 
proporcionou um melhor controle na taxa de dissolução do fármaco. O  
Eudragit® L100 é um polímero metacrílico amplamente utilizado em sistemas de 
liberação de fármacos por via oral. O Eudragit® L100 é um polímero pH-responsivo 
cujo limiar de dissolução é em pH 6,0 (RIZI et al., 2011). Portanto, o ensaio de 
dissolução das micropartículas preparadas por secagem por aspersão realizado em 
pH 7,0 demonstrou uma liberação controlada do fármaco, atribuída as 
características do material polimérico. 
Considerando a eficiência de dissolução, um valor de 91,21% foi calculado 
para o fármaco puro, após 2 horas, enquanto que as micropartículas de  
Eudragit® L100 apresentaram valores de eficiência de dissolução de 68,43% 
(M3AF5), 74,72% (M3AF10), e 78,84% (M3AF20) no mesmo intervalo de tempo. De 
modo a comparar a porcentagem dissolvida entre as formulações em cada intervalo 
de tempo, teste ANOVA one-way foi usado com o teste de Tukey post hoc. Esta 
análise indicou uma diferença estatisticamente significativa entre o fármaco puro e 
as formulações M3AF5 (p = 0,0013) e M3AF10 (p = 0,0006). No entanto, o AF puro 
e a formulação M3AF20 não apresentaram diferenças estatísticas (p = 0,3608). 
Os perfis de liberação foram ajustados aos modelos matemáticos e a seleção 
do melhor modelo foi realizada, considerando os dados obtidos para o coeficiente de 
correlação (r) e para o critério de seleção do modelo (MSC). Ainda assim, foi 
analisada a coerência dos valores encontrados para as constantes cinéticas de 
liberação e o ajuste gráfico verificado para cada equação e os resultados estão 
demonstrados na Tabela 16. O perfil de liberação das micropartículas do sistema S2 
revelou um melhor ajuste dos dados experimentais para o modelo monoexponencial, 
em relação aos outros modelos matemáticos avaliados. 
De modo a investigar o potencial in vitro e os efeitos in vivo das  
micropartículas preparadas por secagem por aspersão contendo AF, a formulação 
M3AF10 foi selecionada, devido à sua morfologia e tamanho apropriados, conteúdo 
de fármaco e eficiência de encapsulação, dispersão molecular adequada do fármaco 






TABELA 16 – RESULTADOS DA MODELAGEM MATEMÁTICA PELA EQUAÇÃO 
                                 MONOEXPONENCIAL PARA O ÁCIDO FERÚLICO PURO E PARA AS 








5.2.10 Ensaio In Vitro de Cultivo Celular 
 
A fim de verificar se as micropartículas de Eudragit® L100 apresentavam ação  
citotóxica frente às células J774A.1, o ensaio de redução de MTT foi realizado. Os 
efeitos do AF puro e da micropartícula M3AF10 sobre a viabilidade celular frente às 
células tumorais J774A.1 estão demonstrados na Figura 32,A.  
O ensaio de redução do MTT é um teste colorimétrico cuja absorbância reflete 
a viabilidade celular que pode ser empregado para avaliar a citotoxicidade de uma 
variedade de compostos químicos. O MTT é um sal solúvel de tetrazólio amarelo 
que é reduzido a cristais de formazan de coloração violeta, com base na atividade 
da desidrogenase mitocondrial/não-mitocondrial em células viáveis (DOLL-
BOSCARDIN et al., 2012; BERRIDGE & TAN, 1993; MOSMANN, 1983). 
Os resultados do ensaio de MTT (Figura 32,A) demonstraram a ausência de 
citotoxicidade do AF puro e da formulação M3AF10 em relação às células J774A.1 
após o período de 48 h de incubação nas concentrações de 25 a 200 µM. Portanto, 
não houve alteração na atividade enzimática da desidrogenase, mantendo a 
viabilidade celular. Além disso, tanto o fármaco puro quanto a micropartícula 
M3AF10 promoveram uma indução na proliferação celular estatisticamente 
significativa na concentração de 200 µM em comparação com o controle, o que 
levou a um interesse em investigar o efeito citoprotetor do AF. 
Material 
Modelo Monoexponencial 
MSC R K (min
–1) 
 
Ácido ferúlico (AF) 2,89 0,9905 0,1050  
M3AF5 3,93 0,9975 0,0288  
M3AF10 2,84 0,9931 0,0270  
M3AF20 2,39 0,9773 0,0740  
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No ensaio de avaliação do efeito citoprotetor, as células J774A.1 foram 
expostas ao AF puro e a formulação M3AF10 durante 48 h, e submetidas a 
exposição aguda de 600 µM de H2O2, a fim de induzir o estresse oxidativo (Figura 
32,B). O potencial in vitro do fármaco puro e das micropartículas de Eudragit® L100 
em reverter os danos celulares foram avaliados pelo ensaio de redução do MTT. 
O fármaco puro forneceu um efeito citoprotetor não significativo (p < 0,05) em 
relação ao tratamento com H2O2. Por outro lado, a micropartícula M3AF10 preveniu 
significativamente a morte celular induzida por H2O2 nas concentrações de 50, 100 e 
200 µM em comparação com o controle, o que aumentou a viabilidade celular para 
80,5 ± 2,3, 128,5 ± 9,5 e 138,8 ± 10,3%, respectivamente. 
Portanto, apenas a formulação M3AF10 foi capaz de evitar lesões oxidativas 
induzida por H2O2 em células J774A.1. O estresse oxidativo ocorre quando a 
homeostase celular, que normalmente envolve um equilíbrio delicado entre a 
geração de radicais livres e a sua desintoxicação por antioxidantes, é perturbado 
(PICONE; NUZZO; DI CARLO, 2013). O H2O2 é bem conhecido por atuar como um 
potente indutor de espécies reativas de oxigênio (ROS) e é capaz de induzir a lesão 
celular tanto in vitro como in vivo (KIM et al., 2012; TERASHVILI et al., 2012). O 
H2O2 é particularmente conhecido por induzir a dano oxidativo, levando a 
peroxidação lipídica, a geração de ROS, o esgotamento da glutationa reduzida e a  
redução da atividade das enzimas antioxidantes (catalase, superóxido dismutase e 
glutationa peroxidase) antes da morte celular (BRENNER et al., 2010; GULDEN  
et al., 2010).  
Em comparação com o fármaco puro, apenas as micropartículas de  
Eudragit® L100 demonstraram um efeito citoprotetor que poderia estar relacionado 
com o perfil de liberação controlada da formulação M3AF10. Assim, é possível 
sugerir que as micropartículas de Eudragit® L100 contendo AF podem oferecer um 
sistema polimérico viável para proporcionar citoproteção mantendo o efeito 
antioxidante do AF por um intervalo de tempo prolongado. 
Os efeitos do AF puro e das micropartículas sobre a produção de NO em 
macrófagos estimulados com LPS em células cultivadas J774A.1 estão 
apresentados na Figura 32,C. Na concentração de 50 µM, não foi observado efeito 
significativo do fármaco puro e da micropartícula M3AF10. No entanto, o AF e a 
113 
 
formulação M3AF10 inibiram significativamente a produção de NO na concentração 
de 100 µM quando comparado ao grupo controle. 
Um estímulo inflamatório tal como o LPS pode ativar macrófagos J774A.1 de 
murídeo a produzir uma variedade de mediadores inflamatórios, incluindo 
prostaglandina E2 e NO (GELLER & BILLIAR, 1998). A utilização do LPS promove 
aumento da produção de NO pela indução da enzima óxido nítrico sintase induzível 
(iNOS). Macrófagos ativados por LPS expressam a óxido nítrico-sintase 
transcricionalmente induzida, que produz grandes quantidades de NO a partir da  
L-arginina (ZAMORA; VODOVOTZ; BILLIAR, 2000). As substâncias que podem 
inibir a produção de NO têm potencial como fármacos anti-inflamatórios e 
imunomoduladores (DOLL-BOSCARDIN et al., 2012). Tanto o AF puro como as 
micropartículas de Eudragit® L100 proporcionaram uma redução estatisticamente 
significativa da produção de NO na concentração de 100 µM. Este resultado 
despertou o interesse em investigar a atividade potencial imunomoduladora e anti-
inflamatória in vivo das micropartículas de Eudragit® L100 contendo AF. 
A capacidade do fármaco puro e da micropartícula M3AF10 para evitar a 
produção de oxidantes intracelulares em células J774A.1 foi avaliada utilizando o 
composto DCFH-DA  (Figura 32,D). 2'-7'diclorodihidrofluoresceína na forma de 
diacetato (DCFH-DA) é utilizado para medir o estresse oxidativo em células, devido 
à elevada sensibilidade dos ensaios baseados em fluorescência. O ensaio consiste 
na oxidação do DCFH (após hidrólise da forma de diacetato) de fluoresceína por 
intermediários do tipo ferril e/ou espécies reativas de oxigênio e nitrogênio 
(ROS/RNS), cuja fluorescência pode ser medida a 522 nm (BONINI et al., 2006). Por 
isso, este ensaio pode ser útil para quantificar a produção de ROS/RNS intracelular, 
a fim de explorar o efeito antioxidante.  
A intensidade de fluorescência diminuiu estatisticamente após 24 h de 
exposição do AF puro na concentração de 100 µM em comparação com o controle. 
No entanto, a formulação M3AF10 proporcionou uma redução significativa na 
produção de ROS intracelular, mesmo na mais baixa concentração avaliada (50 µM), 
alcançando uma redução de 38,8% na intensidade de fluorescência (comparado ao 
grupo controle) na concentração de 100 µM. 
Os resultados mostraram que as micropartículas de AF apresentaram um 
efeito superior ao AF puro na redução da produção intracelular de ROS/RNS mesmo 
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na concentração de 50 µM. Este efeito também pode ser atribuído ao padrão de 
liberação controlada da formulação M3AF10 e reforça os resultados do efeito 
citoprotetor. 
 
FIGURA 32 – RESULTADOS DO ENSAIO DE CULTURA CELULAR IN VITRO PARA O ÁCIDO 
                       FERÚLICO PURO E A FORMULAÇÃO M3AF10 USANDO A LINHAGEM CELULAR 
                       DE MACRÓFAGO J774A.1. A VIABILIDADE CELULAR AVALIADA PELO ENSAIO DE 
                       REDUÇÃO DO MTT APÓS 48 H DE INCUBAÇÃO. B EFEITO CITOPROTETOR 
                       CONTRA O ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDO POR H2O2. C PRODUÇÃO DE NO 
                       INDUZIDA POR LPS EM CÉLULAS J774A.1 MENSURADA APÓS 24 H DE 
                       INCUBAÇÃO. D PRODUÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO (ROS) EM 
                       CÉLULAS J774A.1 UTILIZANDO A SONDA DE FLUORESCÊNCIA DCFH-DA. CADA 
                       BARRA REPRESENTA A MÉDIA ± ERRO PADRÃO DA MEDIA (n = 6). OS 
                       ASTERISCOS INDICAM NÍVEIS DE SIGNIFICÂNCIA EM RELAÇÃO AO GRUPO 
                       CONTROLE: SIGNIFICATIVAMENTE DIFERENTE, *p < 0,05, **p < 0,01 AND  
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FONTE: O autor (2016). 
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5.2.11 Ensaio In Vivo da Atividade Antiagregante Plaquetária 
 
O efeito in vivo da micropartícula M3AF10 do sistema S2 na inibição da 
agregação plaquetária estimulada por colágeno foi realizado 6 h após a última dose 
administrada e é apresentado na Figura 33. A micropartícula M3AF0 foi utilizada 
como controle, pois não promoveu a inibição da agregação plaquetária. A 
formulação M3AF10 e a aspirina apresentaram um efeito antiplaquetário 
estatisticamente significativo em relação ao controle. No entanto, o AF puro não teve 
um efeito estatisticamente significativo sobre a inibição da agregação plaquetária 
quando comparado ao grupo controle. 
Substâncias com propriedades antiplaquetárias são usadas como fármacos 
convencionais de primeira linha para a prevenção e a cura de doenças trombo-
arteriais (STEINHUBL; BERGER; MANN III, 2002). O AF e os seus derivados são 
bem conhecidos como agentes antiplaquetários porque eles podem ativar a 
circulação do sangue para dissipar a estase sanguínea (ZHANG et al., 2015). No 
entanto, este efeito farmacológico é rápido porque o AF pode ser intensivamente 
metabolizado pela microbiota do intestino e pelo fígado, sendo submetido à 
hidrogenação da insaturação, desmetilação e desidroxilação seletiva em C4 para 
formar uma multiplicidade de metabólitos fenólicos relacionados (ZHANG et al., 
2015). Os nossos resultados demonstraram que o AF puro não mostrou nenhum 
efeito estatisticamente significativo em comparação com o grupo controle 
(formulação M3AF0) 6 h depois da última dose administrada. No entanto, a 
formulação M3AF10 apresentou um efeito antiagregante plaquetário superior ao da 
aspirina que é considerada o fármaco padrão na terapia antiplaquetária (SCHRÖR, 
1997). Dessa forma, as micropartículas do sistema S2 inibiram a agregação 
plaquetária durante um intervalo de tempo mais longo provavelmente por terem 
promovido um controle na dissolução do fármaco. Esses resultados demonstram 
que as micropartículas de Eudragit® L100 contendo AF podem proporcionar um 
efeito prolongado na atividade antiplaquetária in vivo do AF podendo ser 





FIGURA 33 – PORCENTAGEM DE INIBIÇÃO DA AGREGAÇÃO PLAQUETÁRIA DA FORMULAÇÃO 
                      M3AF0 (CONTROLE), DA FORMULAÇÃO M3AF10 E DA ASPIRINA. CADA BARRA 
                      REPRESENTA A MÉDIA ± ERRO PADRÃO DA MÉDIA A PARTIR DE 8 ENSAIOS 
                      INDEPENDENTES. OS ASTERISCOS INDICAM OS NÍVEIS DE SIGNIFICÂNCIA 
                      COMPARADOS AO GRUPO CONTROLE: SIGNIFICATIVAMENTE DIFERENTE,  


















































































5.3 SISTEMA S3: DISPERSÕES SÓLIDAS CONTENDO ÁCIDO FEÚLICO 
FORMULADAS PELO MÉTODO DE SECAGEM POR ASPERSÃO 
 
 As dispersões sólidas de ácido ferúlico foram obtidas com sucesso pelo 
método de secagem por aspersão a partir dos polímeros PVP-K30,  
PEG 6000 e PLX-188. Após a obtenção, as formulações preparadas a partir do PVP-
K30 e do PEG 6000 apresentaram aspecto macroscópico pulverulento de pó. No 
entanto, as formulações desenvolvidas com o PLX-188 resultaram em um aspecto 
líquido, viscoso e pegajoso no frasco coletor que se alterou para um aspecto sólido 
após o arrefecimento. Este resultado pode estar relacionado com o baixo valor de Tg 
teórico da mistura (CHAN et al., 2015), o qual foi inferior ao utilizado como 
temperatura de saída de ar no processo de secagem por aspersão (50 ± 5 °C). 
Todas as dispersões sólidas obtidas ficaram com uma cor amarelo pálida 
semelhante a do ácido ferúlico puro. 
 
 
5.3.1  Rendimento 
 
Com base na Equação 3, foi possível calcular o rendimento para as 
formulações de dispersões sólidas preparadas. A Tabela 17 sumariza os resultados 
percentuais, apresentados na forma de valor médio e desvio padrão.  
Valores médios inferiores a 50% foram obtidos para todas as formulações e 
estão de acordo com os valores relatados na literatura (CHAN et al., 2015) devido a 
uma perda na parede da câmara do secador durante o processo de secagem, 
levando a um baixo rendimento do produto (SINGH & DIXIT, 2014). Em particular, a 
formulação PEG 6000 10% apresentou um rendimento estatisticamente mais 
elevado do que as formulações PVP-K30 20%, PLX-188 10% e PLX-188 de 20%  








TABELA 17 – RENDIMENTO E TEOR DE FÁRMACO OBTIDO PARA AS FORMULAÇÕES DO 
                        SISTEMA S3 
Formulação Ácido ferúlico inicial (g)  Rendimento (%) Teor de Fármaco (%) 
PVP-K30 10%                                                                      
PVP-K30 20%                                                                      
PEG 6000 10%                                                                              
PEG 6000 20%                                                                              
PLX 188 10% 







36,0 ± 1,4 
32,9 ± 3,4 
46,1 ± 4,9
39,2 ± 4,4
    27,9 ± 5,5 
    27,2 ± 3,5 
101,96 ± 0,79 
100,28 ± 1,15 
98,82 ± 1,54 
101,23 ± 1,41 
86,86 ± 8,53 
73,44 ± 9,25 
* média (n = 3) ± desvio padrão 
 
5.3.2  Determinação do Teor de Umidade 
  
O conteúdo de água pode ser considerado como um parâmetro crítico para o 
desempenho da dissolução e a da estabilidade de uma dispersão sólida (KANAUJIA 
et al., 2011; JØRGENSEN & TORSTENSON, 2008). Produtos contendo baixo teor 
de umidade apresentam melhor estabilidade em relação aos que tem alto conteúdo 
de água. Este parâmetro pode determinar a estabilidade física e o desempenho 
geral da dispersão sólida, uma vez que irá afetar a tendência de cristalização da 
dispersão sólida amorfa. Por isso, é fundamental determinar o teor de água da 
dispersão sólida (CHAN et al., 2015). 
A Tabela 18 fornece os resultados referentes ao teor de água presente nas 
dispersões sólidas, frente aos valores obtidos para o ácido ferúlico puro (1,47%) e os 
polímeros de partida: PVP-K30 (18,23%), PEG 6000 (1,46%) e PLX 188 (1,48%). 
As dispersões sólidas preparadas por secagem por aspersão demonstarram 
valores de teor de água semelhantes aos dos polímeros de partida. Um baixo teor 
de umidade foi obtido para as formulações preparadas com PEG 6000 e PLX-188 o 
que demonstra que as condições de secagem foram devidamente selecionadas. 
Devido ao seu baixo teor de umidade, estas formulações podem ser mais estáveis 
do que as que foram preparadas utilizando o PVP-K30. A presença de elevado teor 
de água nas formulações PVP-K30 10% e PVP-K30 20% mostra que estes produtos 
não foram completamente secos durante o processo de secagem por aspersão. 
Além disso, pode-se ainda atribuir a elevada higroscopicidade do PVP (CALLAHAN 
et al., 1982). 
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TABELA 18 – TEOR DE ÁGUA* OBTIDO PARA O ÁCIDO FERÚLICO, PARA OS POLÍMEROS DE 
                      PARTIDA (PVP-K30, PEG 6000 E PLX-188) E PARA AS DISPERSÕES SÓLIDAS DO 
                      SISTEMA S3 
Material (g)   Umidade (%) 
Ácido ferúlico                                                                                        1,47 ± 0,12 
PVP-K30                                                                                             18,23 ± 0,14 
PEG 6000                                                                                            1,46 ± 0,09 
PLX 188                                                                                               1,48 ± 0,19 
PVP-K30 10%                                                                                    17,76 ± 0,08 
PVP-K30 20%                                                                                    15,73 ± 0,12 
PEG 6000 10%                                                                                    2,03 ± 0,24 
PEG 6000 20%                                                                                    2,87 ± 0,19 
PLX 188 10%                                                                                      2,72 ± 0,07 
PLX 188 20%                                                                                     2,22 ± 0,09 
*média (n = 3) ± desvio padrão 
 
5.3.3  Estudo de Solubilidade 
 
O ácido ferúlico tem solubilidade em água de 6,47 ± 0,08 mg.dL-1 a 20 ± 2 °C 
semelhante ao relatado na literatura (SAIJA et al., 2000). Considerando-se que este 
valor de solubilidade foi definido como 100%, todas as dispersões sólidas 
melhoraram a solubilidade relativa do ácido ferúlico. Foram observados aumentos de 
171,66 ± 3,17%, 96,12 ± 2,49%, 203,21 ± 4,05%, 152,11 ± 2,42%, 214,73 ± 3,42% e 
163,06 ± 2,98% para PVP-K30 10%, PVP-K30 20%, PEG 6000 10%, PEG 6000 
20%, PLX-188 10% e PLX-188 20%, respectivamente. Estes dados indicam que a 
solubilidade do ácido ferúlico nestas formulações foi inicialmente dependente do tipo 
e da concentração do polímero de partida. O melhor resultado foi obtido para 
formulação PLX-188 10% em que a proporção PLX-188:AF foi de 9:1. 
O PVP-K30 e o PEG 6000 são carreadores poliméricos amplamente utilizados 
para preparar dispersões sólidas de segunda geração. Esses agentes de 
solubilização são capazes de originar dispersões sólidas amorfas (VASCONCELOS; 
SARMENTO; COSTA, 2007). Os sistemas poliméricos podem reduzir o tamanho das 
partículas do fármaco a um nível quase molecular, solubilizar ou co-dissolver o 
fármaco, proporcionar uma melhor molhabilidade e dispersibilidade do fármaco no 
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material veicular (MURTAZA et al., 2014; OHARA et al., 2005; LEUNER & 
DRESSMAN, 2000) que em conjunto conduzem a uma melhor solubilidade relativa 
do fármaco. O PLX-188 é altamente solúvel em água, agente tensoativo polimérico 
utilizado para obter dispersões sólidas de terceira geração. A presença de blocos de 
óxido de etileno (OE) e óxido de propileno (PO) na estrutura do PLX-188 resulta em 
uma estrutura anfifílica, a qual tem propriedades de se auto-organizar em micelas 
quando em solução aquosa (KABANOV; BATRAKOVA; ALAKHOV, 2002); o núcleo 
hidrófobo (bloco PO) pode agir como reservatório para o fármaco, enquanto que a 
porção hidrofílica (EO) atua como interface entre o meio aquoso e o fármaco. Em 
concentrações mais elevadas, estas micelas monomoleculares associam-se para 
formar agregados de tamanho variável, que têm a capacidade de solubilizar 
fármacos e para aumentar a estabilidade dos agentes solubilizantes (JONES & 
LEROUX, 1999). A solubilização provavelmente ocorre por meio de um mecanismo 
sequencial. No estado seco, as partículas de fármaco permanecem em contato 
direto ou aderidas às partículas do polímero devido à mistura íntima. Quando a 
mistura entra em contato com a água, as partículas do polímero sofrem hidratação 
rapidamente e, em solução, passam a solubilizar as partículas de fármaco 
adjacentes e, subsequentemente, liberam o fármaco para o meio (CHEN et al., 
2004). Nesse sentido, a ação combinada da atividade superficial, a solubilização e 
as propriedades molhantes podem, possivelmente, explicar a solubilidade relativa 
mais elevada do ácido ferúlico usando o PLX-188 do que os observados quando 
utilizou-se o PVP-K30 e o PEG 6000. Além disso, foram observados os melhores 
resultados para as formulações que contêm uma maior concentração de polímero 
(PLX-188 10%, PEG 6000 10% e PVP-K30 10%), na qual um maior efeito de 
solubilização do fármaco foi evidenciado. 
 
5.3.4 Teor de Fármaco  
 
O teor de fármaco para as dispersões sólidas está resumido na Tabela 17. 
Valores próximos a 100% foram obtidos para as formulações preparadas usando 
PVP-K30 e PEG 6000. Além disso, as dispersões sólidas de PVP-K30 e PEG 6000 
mostraram baixos valores de desvio padrão para o teor de fármaco que apontam 
para uma distribuição uniforme do AF nestas formulações. Portanto, as condições de 
secagem demonstraram ser reprodutíveis para a preparação destas dispersões 
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sólidas (SHARMA & JAIN, 2010). No entanto, as formulações de PLX-188 
mostraram um baixo teor de fármaco e um alto desvio padrão, o que sugere uma 
distribuição do fármaco inadequada no polímero. Estes resultados podem estar 
relacionados com as condições de secagem utilizadas. Mesmo operando a uma 
baixa temperatura do ar de saída, os produtos contendo o PLX-188 resultaram em 
um líquido viscoso e pegajoso que se tornou sólido após o arrefecimento. Processos 
de recristalização do fármaco e separação de fases podem ter ocorrido durante o 
arrefecimento o que levou a baixos valores de teor de fármaco tal como foi 
previamente relatado (WEUTS et al., 2005). 
 
 
5.3.5  Análises Morfológicas e de Superfície 
 
Os resultados obtidos por MEV para o AF e para os polímeros de partida 
estão indicados na Figura 34, sendo que as micrografias foram obtidas em aumento 
de 240 vezes. Foi observado que o fármaco (Figura 34,a) apresentou uma 
morfologia cristalina. O polímero PVP-K30 (Figura 34,b) mostrou-se como partículas 
esféricas com algumas depressões na superfície e características de material 
amorfo. O PEG 6000 (Figura 34,c) exibiu partículas cristalinas grandes de tamanho 
irregular e o PLX-188 (Figura 34,d) mostrou partículas esféricas e/ou quase-
esféricas com algumas depressões na superfície. 
A avaliação por MEV das dispersões sólidas está representada na Figura 35. 
Em geral, novas morfologias foram observadas dependendo do polímero utilizado. 
As dispersões sólidas de PVP-K30 mostraram-se de formato esférico, com 
agregados enrugados e irregulares (Figura 35 a,b). As formulações preparadas a 
partir do PEG 6000 resultaram em um aspecto de agregados de tamanhos 
irregulares (Figura 35 c,d). Nas dispersões sólidas de PVP-K30 e PEG 6000 não 
foram observados a presença de cristais de ácido ferúlico na superfície das 
formulações. Entretanto, as dispersões sólidas preparadas com o PLX-188 
revelaram-se como agregados irregulares contendo cristais de fármaco na superfície 







FIGURA 34 – ASPECTOS MORFOLÓGICOS DO ÁCIDO FERÚLICO PURO (a) (AUMENTO DE 
                        1200 X) E DOS POLÍMEROS PVP-K30 (b), PEG 6000 (c) E PLX-188 (d) POR MEV, 




























FIGURA 35 – MICROGRAFIAS DAS DISPERSÕES SÓLIDAS OBTIDAS POR MEV, PREPARADAS 
                      POR SECAGEM POR ASPERSÃO, AUMENTO DE 500 X, PVP-K30 10% (a),  
                      PVP-K30 20% (b), PEG 6000 10% (c), PEG 6000 20% (d), PLX-188 10% (e) E 





FONTE: O autor (2016). 
 
Para as dispersões sólidas obtidas a partir do PVP-K30 e PEG 6000, a 
morfologia cristalina original do AF desapareceu, e não foi possível diferenciar a 
morfologia dos polímeros hidrofílicos. Portanto, a avaliação destas micrografias 
obtidas por MEV sugerem a presença de uma nova fase sólida, na forma de 
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agregados de tamanho irregular (GUEDES et al., 2011). Considerando os resultados 
evidenciados para as formulações de PVP-K30 e PEG 6000, é possível indicar a 
presença do AF como uma solução sólida no polimero conforme relatado 
anteriormente para dispersões sólidas de fenofibrato (BHISE et al., 2011). As 
formulações de PLX-188 mostraram estruturas cristalinas no formato de agulha na 
superfície dos agregados o que sugere que suspensões sólidas foram obtidas. No 
entanto, avaliações de raios X são necessárias a fim de investigar a cristalinidade 
destas formulações e discutir a possível estrutura desta interação fármaco-polímero 
na dispersão sólida (HUANG & DAI, 2014). 
Além disso, a presença de cristais nas dispersões sólidas de PLX-188 pode 
estar relacionada com o processo de secagem por pulverização em que estas 
formulações mostraram em primeiro lugar, um aspecto líquido viscoso e pegajoso 
que mudou para um sólido após o arrefecimento. Dispersões sólidas devem formar 
um sistema termodinamicamente estável. No entanto, estas dispersões sólidas 
formaram-se somente após o arrefecimento, o que pode ter causado um processo 
de nucleação e precipitação do fármaco (HUANG & DAI, 2014). 
 
5.3.6 Difração de Raios X 
 
A literatura relata que o desenvolvimento de dispersões sólidas com 
características amorfas é crucial para garantir um desempenho adequado para estes 
sistemas (CHAN et al., 2015). Com o propósito de investigar a cristalinidade das 
dispersões sólidas preparadas por secagem por aspersão, em comparação com as 
misturas físicas e com o fármaco puro, foi realizada a avaliação de difração de raios 
X e os resultados são mostrados na Figura 36. No caso do fármaco puro, foram 
verificados diferentes picos relacionados com a sua estrutura cristalina, sendo que 
os principais picos aparecem em 2θ = 9,02, 12,86, 15,62 e 26,46o. Estes picos de 
difração de raios X foram também verificados nas misturas físicas o que indica a 
presença de cristais de AF nestas amostras. O PVP-K30 mostrou-se com 
características totalmente amorfas, enquanto o PEG 6000 revelou dois picos em 
19,32 e 23,34o e o PLX-188 também apresentou dois picos em 19,27 e 23,47o. 
Os difratogramas das formulações preparadas usando o PVP-K30 
demonstraram ausência de cristalinidade, o que caracteriza um material amorfo. Da 
mesma forma, as dispersões sólidas de PEG 6000 e PLX-188 apresentaram perfis 
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de difração com uma diminuição notável dos picos cristalinos do AF comparados 
com as respectivas misturas físicas. Estes dados confirmam que o procedimento de 
secagem por aspersão conduziu a amorfização do fármaco em diferentes 
intensidades e demonstra que cada polímero tem uma capacidade especial em 
reduzir a estrutura cristalina do AF (GUEDES et al., 2011). 
Dispersões sólidas amorfas podem ser classificadas de acordo com a 
interação molecular entre o fármaco e o polímero carreador em soluções sólidas, 
suspensões sólidas ou em uma mistura de ambos (BHISE et al., 2011). Em soluções 
sólidas amorfas, o fármaco e o polímero são totalmente miscíveis e solúveis, 
originando uma interação molecular homogênea entre eles. Nesses sistemas, a 
energia de interação fármaco-carreador é extremamente elevada, resultando em 
uma solução verdadeira (LEUNER & DRESSMAN, 2000). Este tipo de dispersão 
sólida amorfa é homogênea a um nível molecular.  Porém, as suspensões sólidas 
amorfas ocorrerem quando o fármaco tem uma solubilidade limitada ou o 
transportador um ponto de fusão extremamente alta. Molecularmente, a dispersão 
obtida não tem uma estrutura homogênea, mas é composta por duas fases 
(VASCONCELOS; SARMENTO; COSTA, 2007). Os padrões de difração sugerem 
que o PVP-K30 levou à obtenção de um sistema de solução sólido enquanto que o 
PEG 6000 e o PLX-188 podem ter resultado numa mistura de solução e/ou 
suspensão sólida. Para as formulações de PLX-188, esse resultado é confirmado 
pelas micrografias obtidas por MEV em que se podem observar cristais de AF. 
De qualquer forma, os sistemas mais amorfos podem dissolver a uma 
velocidade mais rápida devido à maior energia interna e maior movimento molecular 
que melhoram as propriedades termodinâmicas relativas a materiais cristalinos 
(BOGDANOVA et al., 2005). Nesse sentido, ensaios de dissolução in vitro são 
necessários, a fim de avaliar o desempenho das formulações de dispersões sólidas 








FIGURA 36 – DIFRATOGRAMA DO ÁCIDO FERÚLICO (AF), PVP-K30 (a), PEG 6000 (b), 
                          PLX-188 (c), MISTURA FÍSICA (MF), E DISPERSÕES SÓLIDAS PREPARADAS 































FONTE: O autor (2016). 


































































































































































5.3.7 Avaliação por Espectroscopia na Região do Infravermelho (IVTF) 
 
A interação fármaco-polímero tem sido relatada na literatura como sendo 
importante para a estabilidade física da dispersão sólida de um sistema (CHAN et 
al., 2015). Por exemplo, a formação de pontes de hidrogênio entre o fármaco e as 
cadeias poliméricas pode tornar mais energeticamente favorável para o fármaco e 
polímero interagirem uns com os outros em vez de com eles próprios, resultando em 
alterações nos perfis de dissolução (HUANG & DAI, 2014). Portanto, a avaliação por 
espectroscopia na região do infravermelho foi utilizada no presente estudo para 
investigar a interação entre o AF e os polímeros de partida nestes sistemas. 
A Figura 37 mostra os espectros de IVTF do AF puro, dos polímeros de 
partida (PVP-K30, PEG 6000 e PLX-188), suas respectivas misturas físicas e as 
dispersões sólidas que compõem o sistema S3. O espectro de IVTF do AF puro 
indicou uma banda típica referente à vibração de deformação axial do grupamento 
OH (3442 cm-1), vibrações de estiramento de C-H aromático e de alceno (3018  
cm-1), vibrações de estiramento de C-H de alcano (2972 cm-1), vibração de 
estiramento de C=O conjugado ao anel aromático (1691 cm-1), vibração de 
estiramento de C=C aromático (1618, 1595, 1518, 1432 cm-1), vibração de 
estiramento assimétrico de C-O-C (1277 cm-1) e vibração de estiramento de C-OH 
(1204 cm-1). O espectro de IVTF do PVP-K30 apresentou uma banda alargada (3472 
cm-1) devido à presença de moléculas de água na estrutura do PVP que é um 
polímero altamente hidrofílico (FRIZON et al., 2013). Além disso, as bandas de 
vibração de estiramento C-H (2950-2850 cm-1) e de vibração de estiramento de C=O 
de amida terciária (1670 cm-1) também foram assinaladas. Os espectros de IVTF do 
PEG 6000 e do PLX-188 mostraram duas bandas típicas de vibração de estiramento 
de C-H (2950-2850 cm-1) e de vibração de estimamento de C-O de éter alifático 
(1110 cm-1). As bandas de absorção atribuídas a cada mistura física correspondem 









FIGURA 37 – ESPECTROS IVTF DO ÁCIDO FERÚLICO (AF), DO PVP-K30, DO PEG 6000, DO 
































FONTE: O autor (2016). 
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Formulações obtidas usando o PVP-K30 demonstraram alargamento e 
alterações envolvendo bandas de OH e C=O. Este resultado sugere que ligações 
intermoleculares O-H•••O=C foram formadas entre o AF e o PVP-K30 após o 
procedimento de secagem por aspersão. A estrutura química do PVP indica que ele 
pode atuar como um aceptor de prótons devido ao oxigênio da carbonila (esta banda 
característica foi evidenciada em aproximadamente 1670 cm-1) ou do nitrogênio do 
anel pirrol. No entanto, por causa do efeito de impedimento estérico, o nitrogênio 
está impedido de participar das interações intermoleculares; por conseguinte, o 
grupo carbonila se torna mais suscetível à formação de pontes de hidrogênio 
(FRIZON et al., 2013). 
As dispersões sólidas produzidas a partir do PEG 6000 e do PLX-188 foram 
semelhantes às suas respectivas misturas físicas. Portanto, é possível estabelecer 
que nenhuma interação química entre o fármaco e o polímero foi formada  durante o 
processo de secagem por aspersão. No entanto, devido ao baixo teor de fármaco na 
dispersão sólida (10 e 20%, p/p), a sua detecção pode ter sido comprometida na 
avaliação por IVTF (GUEDES et al., 2011). 
Em geral, a intensidade da interação fármaco-polímero é maior para o PVP-
K30 e inferior para o PEG 6000 e o PLX-188. Este resultado está de acordo com a 
amorfização detectada a partir da difração de raios X das dispersões sólidas 
preparadas por secagem por aspersão. As formulações de PVP-K30 revelaram 
ausência de cristalinidade, enquanto que um comportamento cristalino parcial foi 
verificado para as formulações de PEG 6000 e de PLX-188. Assim, confirma-se que 
o grau de interação fármaco-polímero pode interferir com o grau de amorfização da 
dispersão sólida durante o processo de obtenção tal como foi previamente reportado 









5.3.8 Análise Termogravimétrica (ATG) 
 
As curvas de ATG obtidas para os polímeros de partida e para as dispersões 
sólidas do sistema S3 estão representadas na Figura 38. O PVP-K30 apresentou 
dois eventos de perda de massa enquanto que o PEG 6000 e o PLX-188 
apresentaram apenas um evento de decomposição térmica.  As formulações PVP-
K30 10% e PVP-K30 20% apresentaram três eventos de degradação térmica, sendo 
uma primeira fase intensa de perda de massa, associada à perda de água e a 
segunda e a terceira fase atribuídas a uma combinação da degradação da cadeia 
polimérica e do fármaco e da volatilização dos seus produtos de decomposição, 
respectivamente. As formulações PEG 6000 10%, PEG 6000 20%, PLX-188 10% e 
PLX-188 20% exibiram dois estágios de decomposição térmica com perfis de 
comportamento térmico semelhante ao observado para as formulações contendo 
PVP-K30, no entanto não foi detectada a fase inicial relacionada à perda de água. 
Além disso, os termogramas indicaram que a temperatura de início da 
decomposição térmica de todas as formulações estava acima de 140 °C (PVP-K30 
10% = 153,8 °C; PVP-K30 20% = 144,6 °C; PEG 6000 10% = 172,4 °C; PEG 6000 
20% = 153,7 ºC; PLX-188 10% = 174,2 °C; PLX-188 20% = 152,1 °C), sob fluxo de 
N2, o que denota que as dispersões sólidas preparadas por secagem por aspersão 
















FIGURA 38 – CURVAS DE ATG DAS DISPERSÕES SÓLIDAS PREPARADAS POR SECAGEM 
































FONTE: O autor (2016). 
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5.3.9  Estudo de Liberação In Vitro 
 
O comportamento de dissolução in vitro de dispersões sólidas permanece 
como um desafio altamente individualizado. Entretanto, o desenvolvimento racional 
de dispersões sólidas com desempenho in vitro e adequada performance in vivo é 
muito desejável na indústria farmacêutica (CHEN et al., 2015).  
Geralmente, as dispersões sólidas representam uma técnica farmacêutica útil 
para aumentar a dissolução de fármacos em formas farmacêuticas. Vários 
mecanismos têm sido propostos para explicar o aumento da cinética de dissolução 
de fármacos a partir de dispersões sólidas (KALIA; KHURANA; BEDI, 2009). 
Resumidamente, três diferentes situações podem proporcionar a dissolução do 
fármaco a partir de dispersões sólidas, (A) as partículas dissolvem-se rapidamente e 
liberam o fármaco numa solução altamente supersaturada; na sequência, as 
partículas de fármaco precipitam sob a forma amorfa e/ou cristalina sobre, sendo 
que o polímero adsorve como um estabilizador; (B) o fármaco e o polímero são 
liberados gradualmente, enquanto o fármaco permanece amorfo nas partículas não 
dissolvidas; e (C) o polímero e o fármaco são liberados gradualmente, mas o 
fármaco está presente na forma de cristais nas partículas não dissolvidas, 
especialmente na região próxima à superfície. A concentração de fármaco livre é 
dependente da solubilidade do fármaco, quer amorfo ou cristalino, que por sua vez 
depende da relação fármaco/polímero, da taxa de dissolução do polímero e a da 
cristalização do fármaco (HUANG & DAI, 2014). Frente ao exposto, o ensaio de 
dissolução in vitro é de extrema relevância para indicar a formulação mais 
apropriada para posteriores ensaios in vivo. 
Os perfis de dissolução do fármaco puro e das dispersões sólidas obtidas a 
partir do PVP-K30, PEG 6000 e PLX-188 em tampão fosfato pH = 7,0 (50 mM) são 
comparados na Figura 39. Quando da avaliação do fármaco puro, uma liberação de 
80% foi obtida em 98,0 min. Entretanto, as dispersões sólidas demonstraram tempos 
médios de dissolução de 46,50 min (PVP-K30 10%), 54,33 min (PVP-K30 20%), 
31,72 min (PEG 6000 10%), 42,51 min (PEG 6000 20%), 19,78 min (PLX -188 10%) 





FIGURA 39 – PERFIL DE LIBERAÇÃO IN VITRO DO FÁRMACO PURO E DAS DISPERSÕES 














FONTE: O autor (2016). 
 
As dispersões sólidas preparadas por secagem por aspersão 
desempenharam um papel importante no aumento da taxa de dissolução do AF. As 
explicações possíveis para os efeitos observados incluem a melhora na 
molhabilidade do fármaco no meio de dissolução, devido à diminuição da tensão 
superficial dos polímeros e a conversão do fármaco do estado cristalino para o 
amorfo (como indicado pelos resultados de difração de raios X) (FRIZON et al., 
2013). Estes dados sugerem que estas formulações obtidas por secagem por 
aspersão podem ser utilizadas como um veículo para a liberação imediata de 
fármacos por via oral. 
Em relação à eficiência de dissolução (ED), um valor de ED de 48,59% foi 
calculado para o AF puro após 150 min, enquanto que as dispersões sólidas 
apresentaram valores de 77,98% (PVP-K30 10%), 75,11% (PVP-K30 20%), 82,96% 
(PEG 6000 10%), 78,72% (PEG 6000 20%), 89,78% (PLX-188 10%) e 85,71% (PLX-
188 20%) no mesmo período de tempo. Trabalhos anteriores relatam que valores 
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elevados de eficiência de dissolução são verificados para formas farmacêuticas de 
liberação imediata, enquanto que valores mais baixos são indicativos de um 
comportamento de liberação controlada (MENDES et al., 2012; RAFFIN et al., 2006). 
Dessa forma, as dispersões sólidas preparadas por secagem por aspersão 
acarretaram em um aumento do valor da eficiência de dissolução do ácido ferúlico, o 
que é característico de formas farmacêuticas de liberação imediata. 
De modo a comparar a porcentagem dissolvida entre as formulações em cada 
intervalo de tempo, o teste ANOVA one-way foi usado com o teste de Tukey post 
hoc (RUIZ & VOLONTÉ, 2014). Esta análise indicou uma diferença estatisticamente 
significativa entre o AF puro e todas as formulações: PVP-K30 10% (p = 0,0389), 
PVP-K30 20% (p = 0,0396), PEG 6000 10% (p = 0,0223), PEG 6000 20% (p = 
0,0434), PLX-188 10% (p = 0,0006) e PLX-188 20% (p = 0,0028). No entanto, 
nenhuma diferença estatística foi observada quando as formulações foram 
comparadas aos pares. Assim, a natureza do polímero (PVP-K30, PEG 6000 e PLX-
188) e a concentração do fármaco (10 e 20%, p/p) são consideradas fatores críticos 
e determinantes no que diz respeito ao aumento da velocidade de dissolução do AF, 
no entanto nenhum efeito significativo foi registado quando foram realizadas 
alterações nas formulações obtidas. Estes dados de dissolução in vitro são 
fortemente influenciadas por vários parâmetros relacionados com as matérias-primas 
e com as dispersões sólidas que, em conjunto resultaram em um aumento na 
dissolução destas formulações como o tamanho de partícula, a área de superfície, a 
tensão superficial, a taxa de dissolução do fármaco, a cristalinidade final, a taxa de 
cristalização do fármaco, a supersaturação do fármaco em presença de um 
polímero, a interação fármaco-polímero, a interação fármaco-polímero-água, a 
solubilidade do polímero, a cinética de dissolução do polímero, entre outros (CHEN 
et al., 2015; HUANG & DAI, 2014; FRIZON et al., 2013). 
Os perfis de liberação foram ajustados aos modelos matemáticos e a seleção 
do melhor modelo foi realizada, considerando os dados obtidos para o coeficiente de 
correlação (r) e para o critério de seleção do modelo (MSC). Ainda assim, foi 
analisada a coerência dos valores encontrados para as constantes cinéticas de 
liberação e o ajuste gráfico verificado para cada equação e os resultados estão 
demonstrados na Tabela 19. O perfil de liberação do AF puro revelou um melhor 
ajuste dos dados experimentais para o modelo biexponencial enquanto que as 
dispersões sólidas foram mais bem ajustadas à equação de Weibull, em relação aos 
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outros modelos matemáticos avaliados. Esses resultados demonstraram que as 
dispersões sólidas preparadas por secagem por aspersão modificaram o perfil de 
dissolução do AF. O comportamento de liberação do fármaco puro tem sua 
descrição orientada por duas constantes de liberação, a α ou constante cinética da 
etapa rápida de liberação e a β, constante cinética verificada na etapa lenta de 
liberação (PENG et al., 2010), no entanto as formulações apresentaram cinética 
adequada ao modelo de Weibull.  
 
TABELA 19 – RESULTADOS DA MODELAGEM MATEMÁTICA PELA EQUAÇÃO BIEXPONENCIAL 
                      PARA O ÁCIDO FERÚLICO PURO E PELA EQUAÇÃO DE WEIBULL PARA AS 
                      DISPERSÕES SÓLIDAS DO SISTEMA S3 
Materiais MSC R  (min–1) β (min
–1) B 
Ácido ferúlico 2,57 0,9747 0,0281 0,0279 — 
PVP-K30 10% 6,48 0,9995 — — 5,0731 
PVP-K30 20% 3,56 0,9913 — — 3,1441 
PEG 6000 10%                                                                              5,18 0,9981 — — 9,3931 
PEG 6000 20% 5,40 0,9983 — — 3,1204 
PLX-188 10% 3,45 0,9894 — — 6,8474 
PLX-188 20% 5,37 0,9983 — — 5,0610 
 
 
A distribuição de Weibull é amplamente utilizada para ajustar os perfis de 
dissolução de comprimidos e pode descrever a curva de dissolução em termos de 
parâmetros aplicáveis. O parâmetro (b) caracteriza a curva como sendo exponencial 
(b = 1), em forma de S com curvatura ascendente, seguido de um ponto de viragem 
(b > 1), ou com um declive inicial mais íngreme do que o observado no exponencial 
(b < 1) (PATEL et al., 2008). O parâmetro Weibull b calculado foi > 1 para todas as 
formulações (Tabela 19), o que indica um mecanismo de liberação complexo com 
uma curva em forma de S com curvatura ascendente, seguido de um ponto de 
viragem. Quando avaliados em conjunto, o ensaio de dissolução in vitro e os 
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métodos modelo-dependentes sugerem que a liberação do AF a partir das 
formulações desenvolvidas por secagem por aspersão é mais rápido e com base em 
um mecanismo diferente ao do fármaco puro. 
A fim de investigar o potencial antioxidante in vitro e o efeito antiplaquetário in 
vivo das dispersões sólidas contendo AF, a formulação PEG 6000 10% foi 
selecionada uma vez que apresentou um aspecto de pó adequado, o melhor 
rendimento, baixo conteúdo de água, alto teor de fármaco, baixa cristalinidade, 
interação fármaco-polímero reduzida, e um padrão de liberação imediata. As 
formulações de PVP-K30 apresentaram alto teor de água, enquanto que as 
dispersões sólidas de PLX-188 mostraram várias desvantagens como baixo teor de 
fármaco e cristais de ácido ferúlico na superfície. 
 
5.3.10  Estudo do Potencial Antioxidante 
 
A fim de verificar a influência do procedimento de secagem por aspersão na 
capacidade antioxidante das dispersões sólidas obtidas, o ensaio de descoloração 
do radical catiônico ABTS•+ foi conduzido para o AF puro e para a formulação PEG 
6000 10% comparando as mesmas concentrações de fármaco e intervalos de 
tempo. Este ensaio é amplamente utilizado para triagem das propriedades 
antioxidantes de diferentes compostos, e reflete a capacidade da molécula em doar 
elétrons ou hidrogênio para inativar o radical (MENDES et al., 2012).  
Os resultados do teste de descoloração do ABTS•+ estão mostrados na Figura 
40. Considerando a inibição do ABTS•+, a formulação PEG 6000 10% revelou uma 
maior porcentagem de inibição com o aumento das concentrações em todos os 
intervalos de tempo investigados (0, 30 e 60 min). Este comportamento foi bastante 
semelhante ao observado para o AF puro, que indicaram que o potencial 
antioxidante foi mantido mesmo após o procedimento de secagem por aspersão 
para a dispersão sólida preparada. 
A secagem por aspersão minimiza a transferência de calor e pode ser 
utilizada para todo o produto que apresente um comportamento semelhante a um 
líquido. Este procedimento fornece uma remoção rápida da água e é amplamente 
conhecido por assegurar a estabilidade de produtos sensíveis ao calor como, por 
exemplo, os antioxidantes (WILKOWSKA et al., 2016). Assim, é possível sugerir que 
as dispersões sólidas obtidas por secagem por aspersão são formulações de baixo 
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custo, de fácil transposição de escala e que demonstram um efeito antioxidante 
apropriado para o AF. 
FIGURA 40 – EFEITO ANTIOXIDANTE DO ÁCIDO FERÚLICO PURO E DA DISPERSÃO SÓLIDA 
                       PEG 6000 10% PELA DESCOLORAÇÃO DO RADICAL CATIÔNICO ABTS•
+
:  






















































































FONTE: O autor (2016). 
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5.3.11  Ensaio In Vivo da Atividade Antiagregante Plaquetária  
 
Substâncias com propriedades antiplaquetárias são usadas como fármacos 
convencionais de primeira linha para a prevenção e a cura de doenças trombo-
arteriais (STEINHUBL; BERGER; MANN III, 2002). O AF e os seus derivados são 
bem conhecidos como agentes antiplaquetários porque eles podem ativar a 
circulação do sangue para dissipar a estase sanguínea (ZHANG et al., 2015). Este 
ensaio analisou o efeito in vivo da formulação PEG 6000 10% na inibição da 
agregação plaquetária estimulada por colágeno que foi realizada após 1 h da 
administração da última dose, a fim de investigar se esta dispersão sólida é capaz 
de abreviar o efeito anti-plaquetário do AF. 
Os resultados obtidos estão representados na Figura 41. A dispersão sólida 
preparada por secagem por aspersão sem a adição do fármaco foi utilizada como 
controle e não promoveu a inibição da agregação plaquetária. A formulação PEG 
6000 10% e a aspirina apresentaram um efeito anti-plaquetário estatisticamente 
significativo em relação ao controle e ao AF puro. No entanto, o AF puro não teve 
nenhum efeito significativo sobre a inibição da agregação de plaquetas comparado 
com o controle. Estes dados confirmam que o processo de secagem por aspersão 
no desenvolvimento de dispersões sólidas promove uma melhora no efeito 
terapêutico do AF no que diz respeito à inibição da agregação plaquetária. Além 
disso, a formulação PEG 6000 10% conduziu a um resultado semelhante ao da 
aspirina, que é o fármaco anti-plaquetário considerado como padrão ouro (SCHRÖR, 
1997). Além disso, este desempenho não foi atingido pelo AF puro no mesmo 
intervalo de tempo avaliado. Em resumo, estes resultados demonstram que as 
dispersões sólidas preparadas por secagem por aspersão contendo AF podem 
proporcionar um efeito anti-plaquetário imediato in vivo e, portanto, podem ser mais 








FIGURA 41 – PORCENTAGEM DE INIBIÇÃO DA AGREGAÇÃO PLAQUETÁRIA DA FORMULAÇÃO  
                      PEG 6000 0% (CONTROLE), DO ÁCIDO FERÚLICO PURO, DA FORMULAÇÃO 
                      PEG 6000 10% E DA ASPIRINA. CADA BARRA REPRESENTA A MÉDIA ± ERRO 
                      PADRÃO DA MÉDIA A PARTIR DE 8 EXPERIÊNCIAS INDEPENDENTES. OS 
                      ASTERISCOS INDICAM NÍVEIS DE SIGNIFICÂNCIA EM RELAÇÃO AO CONTROLE: 
















































































6   CONCLUSÕES 
 
No presente trabalho, três diferentes sistemas poliméricos, a saber: (1) 
micropartículas poliméricas contendo ácido ferúlico, obtidas pelo método de emulsão 
simples/evaporação do solvente orgânico, a partir dos polímeros poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) ou poli-ε-caprolactona (PCL), (2) 
micropartículas poliméricas contendo ácido ferúlico, preparadas pelo método de 
secagem por aspersão, a partir do polímero metacrílico Eudragit® L100, e (3) 
dispersões sólidas contendo ácido ferúlico formuladas pelo método de secagem por 
aspersão, foram obtidos com sucesso. 
As micropartículas de PHBV e de PCL, preparadas pelo método de emulsão 
simples e evaporação do solvente orgânico (sistema S1), foram utilizadas para o 
desenvolvimento e validação de um método simples e eficiente de CLAE para a 
determinação quantitativa do AF em micropartículas poliméricas. O método 
desenvolvido foi específico, linear, preciso, exato e robusto para uma rápida 
determinação do fármaco e pode ser utilizado para estudos da estabilidade e da 
cinética de degradação do AF. 
Os produtos formulados pelo método de secagem por aspersão (sistema S2) 
com o polímero Eudragit® L100 resultaram em micropartículas com valores elevados 
de eficiência de encapsulação, morfologia e tamanho micrométrico adequado à 
administração prolongada por via oral, estabilidade térmica e características 
amorfas/não-cristalinas. O processo de microencapsulação resultou em uma 
interação intermolecular O-H•••O=C entre o AF e o Eudragit® L100 após o 
procedimento de secagem por aspersão evidenciado por IVTF. As micropartículas 
preparadas a partir do Eudragit® L100 proporcionaram uma diminuição substancial 
na taxa de dissolução do AF, sem alterar o modelo monoexponencial de liberação. 
Além disso, a microencapsulação do AF demonstrou um efeito citoprotetor contra o 
estresse oxidativo induzido por H2O2 e inibiu a agregação plaquetária estimulada por 
colágeno. Portanto, estas formulações são veículos viáveis para a liberação 
controlada do AF e podem ser usadas como um sistema polimérico inovador para 
uso oral destinados aos efeitos antioxidante, citoprotetor e antitrombótico.  
As dispersões sólidas contendo AF obtidas pelo método de secagem por 
aspersão (sistema S3), foram desenvolvidas a partir de três diferentes carreadores 
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poliméricos: PVP-K30, PEG 6000 e PLX-188. As formulações de PEG 6000 
apresentaram um rendimento adequado, baixo teor de água, alto teor de fármaco, 
reduzida cristalinidade e menor interação fármaco-polímero. No entanto, as 
formulações de PVP-K30 apresentaram alto teor de água, enquanto que as 
dispersões sólidas de PLX-188 tiveram várias desvantagens como o baixo conteúdo 
de fármaco e a presença de cristais de AF na superfície. Todas as formulações 
aumentaram a solubilidade relativa e a velocidade de dissolução do AF. A 
formulação PEG 6000 10% selecionada demonstrou uma atividade antioxidante in 
vitro apropriada e um efeito antiplaquetário in vivo estatisticamente significativo em 
relação ao grupo controle e ao AF puro. Estes resultados demonstram que as 
dispersões sólidas preparadas por secagem por aspersão contendo AF podem 
proporcionar um efeito anti-plaquetário imediato in vivo sendo, portanto, uma 
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A Stability-Indicating HPLC-DAD Method for Determination of Ferulic Acid into 
Microparticles: Development, Validation, Forced Degradation and  
Encapsulation Efficiency 
 
Abstract: A simple stability-indicating HPLC-DAD method was validated for the 
determination of ferulic acid (FA) in polymeric microparticles. Chromatographic 
conditions consisted of a RP C18 column (250 mm x 4,60 mm, 5 μm, 110 Å) using a 
mixture of methanol  and water pH 3,0 (48:52 v/v) as mobile phase at a flow rate of 
1,0 mL/min with UV detection at 320 nm. The developed method was validated as 
per ICH guidelines with respect to specificity, linearity, limit of quantification, limit of 
detection, accuracy, precision and robustness provided suitable results regarding all 
parameters investigated. The calibration curve was linear in the concentration range 
of 10,0-70,0 μg/mL with a correlation coefficient > 0,999. Precision (intraday and 
interday) was demonstrated by a relative standard deviation lower than 2,0%, 
Accuracy was assessed by the recovery test of FA from polymeric microparticles 
(99,02% to 100,73%). Specificity showed no interference from the components of 
polymeric microparticles or from the degradation products derived from acidic, basic 
and photolytic conditions. In conclusion, the method is suitable to be applied to assay 
FA as bulk drug and into polymeric microparticles and can be used for studying its 
stability and degradation kinetics. 
 
Keywords: Degradation Kinetics, Poly(ε-caprolactone), Poly(3-hidroxybutirate-co-3-
hidroxyvalerate), Polymeric Microparticles, Stability, Validation. 
 
1. INTRODUCTION 
Ferulic acid (FA; C10H10O4; MW: 194,18 Da) or (E)-3-(4-hydroxy-3-methoxy-
phenyl)prop-2-enoic acid (Figure 1) is a chemical compound widely found in 
vegetables which has a low degree of toxicity after oral administration [1]. In nature, it 
is biosynthesized from phenylalanine and L-tyrosine by shikimate pathway and 
occurs mainly as trans isomer [2,3]. FA is characterized as an off-white to light 
yellowish brown crystalline powder that has aqueous solubility of 6,63 mg/dL at pH 
7,2 [4], pKa of 4,58, melting range between 168-171oC, half-life of 42 min [5] and log 
P of 1,67 [6]. In particular, FA has been proposed as a novel antioxidant drug 
endowed with a strong cytoprotective activity due to both the ability to scavenge free 
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radicals and activate cell stress response [1]. Previous studies have demonstrated 
that it has diverse therapeutic activity, including effects such as anti-inflammatory, 
antioxidant, antithrombotic, anticancer, cardioprotective and neuroprotective, When 






FIGURE 1: Chemical structure of ferulic acid (FA) 
 
In spite of the remarkable pharmacological potential, FA has a poor solubility 
in aqueous medium [7] and presents an unfavorable pharmacokinetics which 
reduces its bioavailability and clinical efficacy after oral administration [12]. In order to 
increase FA bioavailability and enhance its cytoprotective effects, new formulations 
have been prepared in which this phenolic acid is entrapped either in solid lipid 
nanoparticles or in niosomes or is bound to other therapeutic agents through organic 
moieties (e,g, aminoacids) which serve as carriers [1]. However, no paper was 
devoted to investigate the use of polymeric microparticles as a pharmaceutical 
approach for improving the therapeutic efficacy of FA by prolonging its retention time 
into the gastrointestinal tract. 
Polymeric microparticles are widely studied carriers for the controlled release 
application of drugs. These multiple-unit pharmaceutical dosage forms are solid and 
show spherically-shaped particles ranging in size from 1 to 1000 µm, in which the 
drug can be either adsorbed at the surface of the polymer or encapsulated within the 
polymer [13]. The advantages of using such carriers include: potential to increase the 
bioavailability of poorly water-soluble drugs, ability to control the rate and/or the site 
of drug release, possibility to improve drug stability related to enzymatic, 
environmental or chemical/photochemical degradation, elimination of incompatibilities 
among different drugs, and as a taste-masking approach [14,15]. Various methods 
are readily available for microencapsulation of drugs and one of the most commonly 
used is emulsion/solvent evaporation [16]. This procedure can be performed via 
various protocols and the selection for best option depends on the property of the 
compounds that are intended to be encapsulated [17].  In our laboratory, experiments 
are being carried out in order to formulate FA-loaded polymeric microparticles using 
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the simple emulsion/solvent evaporation technique and two biocompatible and 
biodegradable polyesters, poly(ε-caprolactone) (PCL) and poly(3-hidroxybutirate-co-
3-hidroxyvalerate) (PHBV). However, an analytical validation procedure is required 
for assaying FA from these formulations at the same time. 
The literature reports few HPLC methods for determining FA from different 
sample types as summarized in Table 1. These papers are mainly devoted to 
describe HPLC methods for isolation, analytical and bioanalytical quantification of FA 
from medicinal herbs and foods. Only two papers used HPLC method for quantifying 
FA from inclusion complexes that were prepared using cyclodextrins [2,18]. However, 
none of these two studies involving cyclodextrins was submitted to the required 
validation process. In that sense, it was not found works on validation of analytical 
methods for determining FA as bulk drug and from pharmaceutical formulations. 
 
Table 1: Previous papers that report HPLC methods for isolation and quantification of 
FA 
Sample type Chromatographic conditions Was the (bio)analytical 
validation process carried 
out? 
Reference 
Rat plasma after oral 
administration of 
Chuanxiong rhizome 
and its related 
preparation 
(Suanzaoren) 
Column: Hypersil C18 column (200 x 
4.6 mm, 5 μm); Mobile phase: 
acetonitrile:water (16:84 v/v) 
containing 1% glacial acetic acid; 
Injection volume: 20 µL; Flow rate: 
0.8 mL/min; Column Temperature: 
Ambient; Detection: UV (320 nm); 
Retention time: 12.7 min. 





Column: Supelcosil LC-18 (250 x 4.6 
mm, 5µm); Mobile phase: 
acetonitrile:water (2% acetic acid) 
(22:78 v/v); Injection volume: 20 µL; 
Flow rate: 1.0 mL/min; Column 
Temperature: Ambient; Detection: 
UV (320 nm); Retention time: 10.5 
min. 
No Anselmi et al. 
(2006) 





formula used to treat 
atherosclerosis and 
Column: Agilent HC-C18 (250 x 4.6 
mm, 5 µm); Mobile phase: 
methanol:water (0,5% glacial acetic 
acid) (20:80 to 80:20, v/v); Injection 
volume: 20 µL; Flow rate: 1.0 
mL/min; Column Temperature: 
Ambient; Detection: UV (281 nm); 
Yes Li et al. (2007) 
161 
 
vascular restenosis) Retention time: 7.78 min. 
Ma-Zu-Wan-Show-
Yao-Jyo (a Chinese 
tonic wine) 
Column: Cosmosil 5C18-AR-II (250 x 
4.6 mm, 5 µm); Mobile phase: water 
adjusted to pH 3.0 with 0.1 N 
phosphoric acid:acetonitrile (65:35 to 
75:25, v/v); Injection volume: 20 µL; 
Flow rate: 1.0 mL/min; Column 
Temperature: Ambient; Detection: 
UV (285 nm); Retention time: 10.0 
min. 
Yes Lin, Cham and 
Wu (2010) 
Xuebijing injection (a 
traditional Chinese 
medicine for treating 
sepsis) 
Column: Zorbox SB C18 (250 x 4.6 
mm, 5 µm); Mobile phase: 0,2% 
phosphoric acid:acetonitrile in 
gradient elution; Injection volume: 20 
µL; Flow rate: 1.0 mL/min; Column 
Temperature: Ambient. 
Yes Chen et al. 
(2010) 
Rice (Oryza sativa L,) Column: C18 Waters Symmetry 
column (150 x 3.9 mm, 5 µm) 
coupled to a guard column; Mobile 
phase: 1% (v/v) acetic 
acid:acetonitrile in gradient elution; 
Injection volume: 20 µL; Flow rate: 
0.8 mL/min; Column Temperature: 
30
o
C; Detection: UV (280 nm); 
Retention time: 18 min. 







Column: C18 Symmetry column (150 
x 3.9 mm; 5 µm); Mobile phase: 
methanol:water:acetic acid 
(50:50:0.5); Injection volume: 10 µL; 
Flow rate: 0.8 mL/min; Column 
Temperature: 30
o
C; Detection: UV 
(313 nm); Retention time: 15 min. 
No Wang et al. 
(2011) 
Insampaedok-san 




Column: Shiseido C18 column (250 x 
4.6 mm, 5 µm); Mobile phase: water 
with 0.1% trifluoroacetic acid: 
methanol in gradient elution; Injection 
volume: 20 µL; Flow rate: 1.0 
mL/min; Column Temperature: 35
o
C; 
Detection: UV (320 nm); Retention 
time: 22.07 min. 
Yes Weon et al. 
(2012) 
Nao-De-Sheng  
(a tradicional Chinese 
formula containing 
Chuanxiong rhizome) 
Column: C18 column (250 x 4.6 mm, 
5 µm); Mobile phase: methanol:water 
(0.5% acetic acid) (30:70, v/v); 
Injection volume: 20 µL; Flow rate: 
1.0 mL/min; Column Temperature: 
35
o
C; Detection: UV (320 nm); 
Retention time: 15.02 min. 




Ferula asafoetida and 
a polyherbal 
preparation 
Column: HiQSil ODS C-18 (250 x 4.6 
mm, 5 µm); Mobile phase: 
acetonitrile: 10% acetic acid (20:80 
v/v), pH 2.25; Injection volume: 20 
µL; Flow rate: 1.0 mL/min; Column 
Temperature: 30
o
C; Detection: UV 
(319 nm); Retention time: 10.24  min. 
Yes Kareparamban 
et al. (2013) 
 
According to The International Conference on Harmonization (ICH) stability 
guideline [27], stress testing of a drug substance can be carried out to elucidate its 
inherent stability characteristics under hydrolytic, oxidative and photolytic conditions. 
Considering FA, to the best of our knowledge, there is no stability-indicating method 
previously published for this drug. 
Taking all the above into account, in the current paper, a fast, simple and 
optimized reverse-phase HPLC method with UV detection was developed and 
validated for quantifying FA in polymeric microparticles. Other experiments were also 
performed to explore forced degradation of the drug under stress conditions as per 
the ICH guidelines [27, 28, 29]. 
 
 
2. MATERIALS AND METHODS 
2.1. Reagents and Chemicals 
 Ferulic acid 99.80% (FA, Suzhou Leader Chemical Co. Ltda., Suzhou, China), 
poly(ε-caprolactone) (PCL) (Mw = 70000–90000 g/mol, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA), poly(3-hidroxybutirate-co-3-hidroxyvalerate) (PHBV) (Mw = 380000 g/mol, 
8.70 mol% hydroxyvalerate, Biocycle L110, PHB Industrial, Serrana, Brazil) and 
poly(vinyl alcohol) (PVA) (Mw = 72000 g/mol, 88.5 mol% of hydrolysis, Vetec, Rio de 
Janeiro, Brazil) were used as received. As an internal standard, trans-ferulic acid, 
matrix substance ≥ 99.0% (HPLC) was purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, 
MO, USA). HPLC-grade methanol was also provided by Sigma-Aldrich (St. Louis, 
MO, USA). Water was purified in a Milli-Q Plus water purification system (Millipore, 








A Varian Pro-star SYS-LC-240-E HPLC system (Walnut Creek, CA, USA) was 
used for method development. The HPLC system was equipped with a column oven 
compartment (model ProStar 410), an on-line degasser (model ProStar 230), a 
ternary pump (model ProStar 230), a solvent delivery module (model ProStar 230), 
an auto sampler (model ProStar 410), and a photodiode array detector (DAD) (model 
ProStar 335). Data acquisition, analysis, and reporting were performed using Varian 
Star Workstation chromatography software (Walnut Creek, CA, USA). 
 
2.3 Chromatographic Conditions 
Experiments were performed in the previously described HPLC system using 
a Varian C18 analytical column (Walnut Creek, CA, USA) with 5 μm particle size, 4.6 
mm internal diameter and 250 mm length at 25 ± 2ºC. The mobile phase consisted of 
methanol and water adjusted to pH 3.0 with ortho-phosphoric acid 0.1 N (48:52, v/v) 
at an isocratic flow rate of 1.0 mL/min. The sample injection volume was 10 μL. FA 
was monitored at 320 nm. The method run time was 8 minutes and all experiments 
were carried out in triplicate. 
 
2.4 Preparation of polymeric microparticles 
The polyester microparticles containing FA were prepared by simple 
emulsion/solvent evaporation [30]. Three different formulations (Table 2) were 
obtained for each polymer (PHBV/PCL) depending on the amount of FA into their 
compositions (5, 10 and 20%). Chloroform and methylene chloride were used as 
polymer solvent for PHBV and PCL, respectively. Briefly, the organic phase was 
added into the aqueous phase under mechanical stirring (5000 rev/min) for 5 min. 
The emulsion was kept under mechanical stirring (800 rev/min) at room temperature 
(25 ± 2ºC) for 4 h. After organic solvent evaporation, microparticles were separated 
by centrifugation (2500 rev/min, 10 min), washed twice with purified water and dried 
under vacuum at 35 ± 2ºC for 4 h. The samples were stored into a desiccator under 
vacuum at room temperature (25 ± 2ºC). All formulations were obtained in triplicate. 
Unloaded-microparticles were also prepared as negative controls (M1FA0 and 









M1FA0 M1FA5 M1FA10 M1FA20 M2FA0 M2FA5 M2FA10 M2FA20 
Aqueous phase 
Polysorbate 80 (g) 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 
PVA (g) 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 
Purified water (mL) 200.0 200.0 200.0 200.0 200.0 200.0 200.0 200.0 
Organic phase 
Ferulic Acid (g) — 0.10 0.20 0.40 — 0.10 0.20 0.40 
PHBV (system M1) (g) 2.00 1.90 1.80 1.60 — — — — 
PCL (system M2) (g) — — — — 2.00 1.90 1.80 1.60 
Chloroform (mL) 40.0 40.0 40.0 40.0 — — — — 
Methylene chloride (mL) — — — — 40.0 40.0 40.0 40.0 
 
2.5 Preparation of standard solutions 
 A stock standard solution (1 mg/mL) was daily prepared by dissolving 50 mg 
of FA into a 50 mL volumetric flask using methanol. This solution was further diluted 
in methanol to prepare seven different working standard solutions ranging from 10.0 
to 70.0 μg/mL. These solutions were filtered through a poly(vinylidene fluoride) 
membrane filter (Durapore membrane, 0.45 μm pore size, Millipore, Bedford, MA, 
USA) before injection into the HPLC system. All procedure was carried out in dark 
conditions. 
 
2.6 Preparation of sample solutions 
For FA quantification, the amount of drug into FA-loaded PHBV/PCL 
microparticles was indirectly determined. As previously described, microparticles 
were centrifuged at 2500 rev/min for 10 minutes and washed twice with purified water 
after organic solvent evaporation. Free FA was assayed in the supernatant after its 
suitable dilution and filtration through a 0.45 µm poly(vinylidene fluoride) membrane 
filter by injection into the HPLC system. 
 
2.7 Method development 
Detection wavelength for the HPLC study was selected as 320 nm. The 
chromatographic conditions were optimized for resolution of the peak of FA by 
165 
 
varying the composition and proportion of the mobile phase. Samples of different 
formulations were used to optimize the chromatographic conditions for resolving FA. 
An appropriate blank was injected before the analysis of all samples. The method 
was then validated and used for the determination of FA into PHBV/PCL 
microparticles. 
 
2.8 Method Validation 
Validation studies were performed using the optimized chromatographic 
conditions based on the principles of validation described in the International 
Conference Harmonization (ICH) guidelines [29]. The method was validated for 
specificity, linearity, limit of detection (LOD), limit of quantitation (LOQ), accuracy, 
precision and robustness. 
The specificity was determined by analyzing the chromatograms of unloaded 
microparticles (M1FA0 and M2FA0) in comparison with those obtained for FA-loaded 
microparticles (M1FA10 and M2FA10) aiming at confirming that none of the 
excipients interfere with the quantitation of the drug. 
The linearity was determined by calculating a regression line from the plot of 
the peak area vs. concentration of the working standard solutions prepared at seven 
concentration levels (10.0, 20.0, 30.0, 40.0, 50,0, 60.0, and 70.0 μg/mL) using least-
squares linear regression analysis. The linearity test was performed for 3 consecutive 
days in the same concentration range. The solutions were injected in triplicate into 
the HPLC column keeping the injection volume constant (10 μL) and chromatograms 
were recorded. The standard deviation (SD) value for the slope and Y-intercept of the 
calibration curve were calculated. 
LOD and LOQ were calculated based on the standard deviation of the 
response (δ) and the slope (S) of the calibration curve and were expressed as 3.3 
δ/S and 10 δ/S for LOD and LOQ, respectively. 
  The accuracy of the analytical method was investigated by spiking unloaded 
microparticles (M1FA0 and M2FA0) with known concentrations of the stock solution 
to achieve final theoretical drug concentrations of 15, 45 and 65 μg/mL. The accuracy 
value was determined by calculating the percent recovery of FA for these three 
concentration levels and then determining the relative standard deviation (RSD). 
The precision was assessed at two levels: repeatability (intraday precision) and 
intermediate precision (inter-day precision) using M1FA10. The repeatability was 
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investigated by testing three different sample solutions at 15, 40 and 65 μg/mL on the 
same day. Three samples solutions at 40 μg/mL were also evaluated in other two 
different days in order to determine intermediate precision. Results were reported in 
terms of RSD. 
In order to determine the robustness, experimental conditions were purposely 
changed to check the reproducibility of the method. Robustness was evaluated by 
analyzing drug content of the microparticles (M1FA10) with variations in the 
temperature of analytical column (30 and 40°C), flow rate (0.9 and 1.1 mL/min) and 
pH of mobile phase (4.0 and 6.0). Samples were evaluated in triplicate for each 
variation of the method conditions. Chromatograms were recorded and compared 
with the previously reported chromatographic conditions. 
 
2.9 Forced degradation study 
Forced degradation studies were also carried out in order to provide some 
information about drug stability and specificity of the proposed method. The standard 
solution of FA was subject to accelerated degradation by acid, basic and photolytic 
conditions. 
To investigate the acid degradation, 6.25 mL of the stock standard solution  
(1.0 mg/mL) was diluted into a 25 mL volumetric flask with 0.1 M HCl. This solution 
was maintained at room temperature (25 ± 2ºC) and protected from light for 1 h. After 
the reaction time, the solution was neutralized using 0.1 M NaOH. The solution was 
diluted with methanol to achieve a final concentration of 40 μg/mL before injection 
into the HPLC system. The same procedure was used for the alkaline degradation, 
except by the fact that 0.1 M HCl was replaced by 0.1 M NaOH in sample 
preparation.  
For photodegradation, 3 mL of FA methanol solution (1 mg/mL) was placed in 
a quartz cuvette and subsequently exposed to UV radiation (Phillips TUV lamp–254 
nm, 30 W) for 6 h in a mirrored chamber (1 m x 25 cm x 25 cm) at a fixed distance. At 
predetermined times (0, 1, 2, 3, 4, 5 and 6 h) of exposure to light, 400 μL of the 
samples were withdrawn and diluted with methanol (final concentration of 40 μg/mL 
of FA) in order to quantify the remaining FA according to the method previously 
described. In order to refute the hypothesis of thermal degradation, a cuvette 
containing FA methanol solution (final concentration of 40 μg/mL of FA) was covered 
by aluminum paper and was evaluated as the same way. The degradation rate 
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kinetics of FA was determined and the best fit was used for indicating the reaction 
order. The kinetic models used were: zero order (C = Co – kt), first order (ln C = ln 
Co –  kt) and second order equation (1/ C = 1 / Co + kt). 
 
2.10 Evaluation of encapsulation efficiency 
In order to demonstrate the applicability of the validated method, the encapsulation 
efficiency (EE) of FA into PHBV/PCL microparticles was calculated using Equation 1 
from the HPLC results provided by sample solutions. 
 
𝐸𝐸 % =
𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑟𝑢𝑔 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑒𝑛𝑡 − 𝑓𝑟𝑒𝑒 𝑑𝑟𝑢𝑔 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑒𝑛𝑡
𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑟𝑢𝑔 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑒𝑛𝑡
𝑥100 
   (1) 
 
3. RESULTS AND DISCUSSION 
3.1. Method Development and Optimization 
Previous tests were carried out in order to provide a quick and effective 
method for analyzing FA using HPLC. The investigated chromatographic conditions 
were mainly related to the mobile phase composition. Initial runs were performed 
using a mobile phase mixture of acetonitrile:water (16:84 v/v) containing 1% glacial 
acetic acid based on a previously reported method for FA quantification in plasma 
[19]. However irregular peaks were observed, showing low chromatographic 
resolution probably due to instrumental and column differences. 
In order to improve the quality of chromatographic method, various ratios in 
isocratic mode were tested using different mixtures of acetonitrile:methanol:water 
adjusted to pH 3.0 with acetic acid. These assays demonstrated that the proportion 
of acetonitrile:methanol:water adjusted to pH 3.0 with acetic acid (24:24:52 v/v) was 
more appropriate for the method optimization. In spite of the symmetry of FA peak, 
no repeatability and accuracy were observed using this mobile phase. 
Therefore additional experiments were carried out removing acetonitrile and 
using acetic acid and ortho-phosphoric acid as acidifying agents at different pH 
values. The mobile phase composed by methanol:water adjusted to pH 3.0 using 
ortho-phosphoric acid (48:52 v/v) provided a lower tailing and a more symmetric peak 
for FA with a lower retention time (theoretical plates = 1253, k’ = 3.77 and tail factor = 
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1.3). The peak was detected at 4.86 min (Figure 2) which is very suitable for routine 
analyses. 
In summary, methanol:water adjusted to pH 3.0 using ortho-phosphoric acid 
(48:52 v/v), column temperature at 25 ± 2ºC, sample injection volume of 10 µL, 
isocratic flow rate of 1.0 mL/min, detector set at 320 nm, and run time of 8 minutes 
were chosen as suitable chromatographic conditions for further procedures including 
the method validation. 
 










FIGURE 2: Representative HPLC chromatogram of ferulic acid standard (40 μg/mL) 
in methanol:water adjusted to pH 3.0. Mobile phase: methanol:water adjusted to pH 
3.0 using ortho-phosphoric acid (48:52 v/v); flow rate: 1.0 mL/min; detection 
wavelength: 320 nm; column temperature: 25 ± 2ºC and injection volume: 10 μL. 
 
3.3. Method Validation 
The proposed method was validated by determining its performance 
characteristics regarding specificity, linearity, limit of detection, limit of quantification, 






Specificity was demonstrated by comparing the chromatograms of unloaded 
and FA-loaded microparticles prepared as per test method. The results showed that 
there was no interference at the retention time of FA from the other formulation 
components. In that sense, it is possible to confirm the specificity of the purposed 
method (Figure 3). Moreover, the photodiode array detector indicated that FA peak 
was free from interference (purity index > 0.9999). 
 







































( C) (D)  
FIGURE 3: HPLC chromatograms (λ = 320 nm) obtained from unloaded and FA-
loaded microparticles: M1FA0 (A), M1FA10 (B), M2FA0 (C) and M2FA10 (D). 
 
3.3.2. Linearity 
A linear relationship between peak area and concentration of FA at the 
concentration range of 10.0 to 70.0 μg/mL was observed (Figure 4). The linear 
equation obtained by the least-square method was y = 51.1011x + 26.2381, where y 
is the peak area and x is the standard solution concentration in μg/mL. A suitable 
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correlation coefficient (r = 0.9998) was recorded which demonstrates that the method 
is remarkable linear with an r value of nearly 1 at the purposed range. 























Concentration of ferulic acid (µg/mL)
 
FIGURE 4: Mean calibration curve obtained for FA using working standard solutions 
at the concentration range of 10,0 to 70,0 µg/mL (n = 3). 
 
3.3.3. Limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) 
The lowest concentration where FA can be detected (LOD) and quantified 
(LOQ) with acceptable precision and accuracy was 0.334 and 1.012 µg/mL, 
respectively. These results represent that the chromatographic method is suitable 
enough to detect and quantify FA at the concentration range of 10.0 to 70.0 µg/mL. 
 
3.3.4. Accuracy 
The accuracy was evaluated using a recovery study and showed mean 
recoveries for the three levels of concentration ranging between 99 and 101% (Table 
3). These recovery values indicate that the developed method was accurate for the 























Low 15 15.11±0.25 100.73 1.65 
Medium 45 44.91±0.44 99.80 0.98 
 High  65 64.36±0.55 99.02 0.85 
*n = 3, **RSD = relative standard deviation 
 
3.3.5. Precision 
Precision was verified by repeatability and intermediate precision as presented 
in Table 4. The relative standard deviation (RSD) values were less than 1.43% and 
1.93% for intra- and inter-day precision, respectively. These results confirm the good 
precision of the chromatographic method. 
 




concentration ± SD* 
(µg/mL) 
RSD** (%) 
Repeatability (n=9)  
15 16.82 ± 0.24 1.43 
40 40.21 ± 0.31 0.77 




Day 2  
40 39.44 ± 0.05 0.13 
Day 3  
40 40.32 ± 0.78 1.93 





The evaluation of robustness was based on RSD values obtained by changing 
analytical parameters such as temperature of analytical column (30 and 40°C), 
isocratic flow rate (0.9 and 1.1 mL/min) and pH of mobile phase (4.0 and 6.0). 
Concerning these parameters, the method was considered robust due to RSD for the 
drug content analyses values were lower than 2.24% as summarized in Table 5. 
Therefore changes in these chromatographic parameters did not affect the analysis 
of FA into polymeric microparticles. As expected, some variation in the retention time 
was observed without compromising the determination of drug content. 
 
Table 5: Robustness data for ferulic acid analysis (n=3) 





0.9 102.71 ± 1.93 1.88 5.39 
1.0 100.12 ± 0.60 0.60 4.86 
1.1 99.78 ± 0.57 0.57 4.49 
 
pH of mobile 
phase 
3.0 100.12 ± 0.60 0.60 4.86 
4.0 97.56 ± 0.98 1.00 4.80 
6.0 98.03 ± 0.37 0.38 4.52 
Temperature 
(°C) 
ambient 100.12 ± 0.60 0.60 4.86 
30 100.09 ± 1.09 1.09 4.71 
40 99.14 ± 2.22 2.24 4.44 
*SD = standard deviation; **RSD = relative standard deviation 
 
3.4 Forced degradation study 
Regarding the presence of degradation products, forced degradation study 
showed different results depending on the stress condition used. After exposure to 
acid medium, approximately 29.37% of FA was degraded (Figure 5A) and the drug 
peak was recorded at 4.56 min. In alkaline condition, a FA degradation of 16.33% 
was observed and the drug peak was detected at 4.55 min (Figure 5B). No previous 
report was devoted to investigate the drug degradation using 0.1 M HCl and 0.1 M 
NaOH. Under photolytic conditions, decreases in FA concentration from methanol 
solution were observed (Figure 6). On the other side, the cuvette covered by 
aluminum paper showed no degradation after 6 h which indicates that no thermal 
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degradation was involved in the photodegradation process. Moreover, no additional 
peak was verified in the chromatograms of the forced degradation study 
demonstrating that the degradation products were not detected using the optimized 
chromatographic conditions. 
























FIGURE 5: Chromatograms obtained after one hour of FA exposure under acid (A) 
and alkaline (B) conditions. 
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Aiming at elucidating the kinetics of FA photodegradation from methanol 
solution, the experimental data were fitted to zero, first and second order equations. 
These plots (Figure 6) indicated that FA photodegradation process in methanol 
solution followed a second order kinetic with a rate constant of 6.27 x 104 L/mol x h. 





































































































FIGURE 6: Plots of remaining FA concentration versus time for zero order (A), first 
order (B), and second order (C) equations. 
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3.5 Evaluation of encapsulation efficiency 
The drug content and encapsulation efficiency (EE) of FA into PHBV/PCL 
microparticles was carried out by the previously validated HPLC-DAD method and 
the obtained results are represented in Table 6. High percentages of drug 
entrapment were obtained for PHBV/PCL microparticles by simple emulsion/solvent 
evaporation. All formulations showed suitable EE values higher than 98%. 
These values are mainly based on the poor aqueous solubility (6.63 mg/dL at 
pH = 7.2) of FA [4] which leads to increase the drug loaded into polymeric 
microparticles. The current results are similar or better than the previously reported. 
Stearic acid- and stearyl ferulate-based solid lipid nanoparticles containing trans-FA 
revealed a drug entrapment of 95.4 and 97.7%, respectively [12]. Poly(lactic-co-
glycolic acid) nanoparticles containing FA showed EE of about 76% [7]. A FA 
entrapment higher than 60% was achieved for inclusion complex of trans-FA and 
hydroxypropyl-β-cyclodextrin that was prepared by the freeze-drying method [2]. 
Therefore, the validated method was successfully applied to the determination 
of FA into polymeric microparticles and can be considered an important tool for the 
quality control of these promising formulations. 
 
Table 6: Ferulic acid-loaded* and encapsulation efficiency (EE) for PHBV/PCL 
microparticles 
Microparticles Ferulic acid-loaded (mg,g–1) EE (%) 
M1FA5 49.51 ± 0.21 99.02 
M1FA10 100.12 ± 0.60 100.12 
M1FA20 198.65 ± 0.97 99.32 
M2FA5 49.35 ± 1.76 98.70 
M2FA10 98.70 ± 2.06 98.70 
M2FA20 198.20 ± 2.45 99.10 






A simple and efficient reverse-phase HPLC-DAD method was developed and 
validated for quantitative determination of FA into polymeric microparticles. In 
summary, the method found to be specific, linear, accurate, precise, and robust for a 
rapid determination of this drug and can be used for studying the stability and 
degradation kinetics of FA. 
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This paper aimed to obtain new spray-dried microparticles containing ferulic acid (FA) 
prepared by using a methacrylic polymer (Eudragit® L100). Microparticles were 
intended for oral use in order to provide a controlled release, and improved in vitro 
and in vivo biological effects. FA-loaded Eudragit® L100 microparticles were 
obtained by spray-drying. Physicochemical properties, in vitro cell-based effects, and 
in vivo platelet aggregation were investigated. FA-loaded Eudragit® L100 
microparticles were successfully prepared by spray-drying. Formulations showed 
suitable encapsulation efficiency, i.e. close to 100%. Microparticles were of spherical 
and almost-spherical shape with a smooth surface and a mean diameter between 2 
and 3 μm. Fourier-transformed infrared spectra demonstrated no chemical bond 
between FA and polymer. X-ray diffraction and differential scanning calorimetry 
analyses indicated that microencapsulation led to drug amorphization. FA-loaded 
microparticles showed a slower dissolution rate than pure drug. The chosen 
formulation demonstrated higher in vitro cytoprotection, anti-inflammatory and 
immunomodulatory potential and also improved in vivo anti-platelet effect. These 
results support an experimental basis for the use of FA spray-dried microparticles as 
a feasible oral drug delivery carrier for the controlled release of FA and improved 
cytoprotective and anti-platelet effects. 
 










Ferulic acid (FA; C10H10O4; MW: 194.18 Da) or (E)-3-(4-hydroxy-3-methoxy-
phenyl)prop-2-enoic acid (Figure 1) is a chemical compound that is extremely 
abundant in plants. It has low toxicity and is synthesized from shikimate pathway via 
phenylalanine or L-tyrosine. In nature, it occurs mainly as a trans isomer [1,2]. In 
relation to its physicochemical and biological properties, FA has an aqueous solubility 






Fig. 1 Chemical structure of ferulic acid 
 
Previous studies have demonstrated that FA has various therapeutic uses, 
including anti-inflammatory, antioxidant, antithrombotic, anticancer, neuroprotective 
and cardioprotective effects. When applied to the skin, FA has a photo-protective 
activity [6–10, 1]. In spite of these biological potential, its medical use is restricted 
due to some physicochemical properties such as low aqueous solubility [3]. FA has a 
hydrophobic nature, it can oxidize, and it is a photosensitive compound which results 
in partial conversion of E to Z isomer [11]. In that sense, its bioavailability is usually 
decreased, leading to a minimal in vivo effect by oral administration [1]. 
Because of these unsuitable physicochemical properties, polymeric drug 
delivery systems have been developed in order to improve stability, increase 
bioavailability and/or enhance biological effect of FA. Chitosan was successfully 
grafted to FA by a carbodiimide-mediated coupling reaction to improve its antioxidant 
activity and water solubility [12]. Inclusion complexes between E-FA and 
hydroxypropyl-β-cyclodextrin (HP-β-CD) were prepared by a freeze-drying method 
and they provided increased solubility and higher stability for FA [1]. Stearic acid- and 
stearyl ferulate-based solid lipid nanoparticles containing E-FA facilitated FA uptake 
by cells because of their lipophilic structure, which improved FA bioavailability [13]. 
FA-loaded nanoparticles prepared by a double emulsion method increased in vitro 
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anticancer properties in relation to NCI-H460 cancer cells in comparison with free FA 
[6]. Despite the aforementioned studies, the literature does not report studies 
involving FA-loaded methacrylic microparticles prepared by spray-drying which are 
particularly developed for enhancing its cytoprotective and antioxidant effects. In 
addition, to the best of our knowledge, no previous paper has investigated the effect 
of microencapsulation on the anti-platelet activity of FA. Therefore, this new 
pharmaceutical dosage form, which was obtained by spray-drying, may provide 
improved biological effects for FA and may support its use as an alternative drug for 
treating cancer and thrombotic events. 
In brief, spray-drying can transform a feed solution, suspension or emulsion 
from fluid state to dried particulate form by spraying into a hot drying medium [14]. 
This technique has been widely applied in the food, pharmaceutical and chemical 
industries. In pharmaceutical industry, spray-drying is an attractive 
microencapsulation method for oral, pulmonary and topical drug delivery. Unlike 
solvent-based microencapsulation methods, such as oil in water and oil in oil 
emulsification processes, spray-drying offers a number of advantages. It is a single-
step, continuous process that does not involve secondary drying of particles that are 
produced. The procedure is highly reproducible, low-cost, easy to scale up and offers 
a narrow particle size distribution [14]. 
Taking all the above into account, this paper aimed to obtain new spray-dried 
microparticles, which were prepared using a widely used methacrylic polymer 
(Eudragit® L100) and which were intended for oral use to provide a controlled release 
of FA in order to improve its biological properties as a cytoprotective and anti-platelet 
agent. 
 




Ferulic acid (99.80% pure FA, Suzhou Leader Chemical, Suzhou, China) and 
poly(methacrylic acid-co-methyl methacrylate) (Eudragit® L100, 
Mw = 125.000 g.mol–1, Röhm Pharma Polymers, Darmstadt, Germany) were used as 
received. As an internal standard, E-ferulic acid, matrix substance ≥ 99.0% (HPLC) 
was purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). HPLC-grade methanol was 
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also provided by Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). For microencapsulation, ultra-
pure water obtained by a Milli-Q® ultrapure water purification system (Millipore, 
Bedford, USA) was used. J774A.1 cells, which is a murine macrophage cell line, 
were kindly provided by Dr. Rui Curi of University of São Paulo, Brazil. RPMI 1640 
medium, fetal bovine serum, penicillin and streptomycin were purchased from 
Vitrocell (Campinas, Brazil). Lipopolysaccharides from Escherichia coli 055:B5 (LPS), 
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), and 2’,7’-
dichlorofluorescein diacetate were all purchased from Sigma (St Louis, MO, USA). All 
the other reagents and solvents were of analytical grade.  
 
2.2 Preparation of ferulic acid-loaded Eudragit® L100 microparticles 
 
The preparation of microparticles was carried out by spray-drying method. 
Three different formulations (Table 1) were obtained, depending on the amount of FA 
in their composition (5, 10 and 20%) and they were designated as MFA5, MFA10, 
and MFA20. Briefly, FA and Eudragit® L100 were dispersed in ethanol under 
magnetic stirring and purified water was added. This liquid formulation was dried 
using a Labmaq model MSD 1.0 spray dryer (Ribeirão Preto, Brazil). The following 
operational parameters were used: diameter nozzle of 0.82 mm, atomizing air 
pressure of 3 kgf.cm–2, air flow rate of 50 L.min–1, feed flow rate of 0.20 L.h-1, inlet air 
temperature of 150 ± 5 ºC and outlet air temperature of 60 ± 5 ºC. The dried powders 
were carefully recovered, weighed and stored in a well-closed glass vessel at room 
temperature in dark conditions. All formulations were obtained in triplicate from 
independent batches. Unloaded-microparticles (MFA0) were also prepared as 
negative control. In order to provide a comparative analysis, a physical mixture of FA 









Table 1 Composition of ferulic acid-loaded Eudragit® L100 microparticles 
Composition 
Formulation 
MFA0 MFA5 MFA10 MFA20  
Ferulic acid (g)  0.2 0.4 0.8  
Poly(methacrylic acid-co-methyl 
methacrylate) (Eudragit® L100) (g) 
4.0 3.8      3.6 3.2  
Ethanol (mL) 200.0 200.0 200.0 200.0  
Purified water (mL) 200.0 200.0 200.0 200.0  
      
 
2.3 Residual moisture 
 
The water content of FA, Eudragit® L100 and microparticles (MFA0, MFA5, 
MFA10, and MFA20) was investigated using an infrared moisture analyzer 
(Shimadzu, model MOC63u, Kyoto, Japan). For each sample, an amount of 1.000 g 
was placed on an aluminum plate and dried at 105 ºC until constant weight. The 
percentage corresponding to the mass loss was obtained as moisture content. This 
analysis was carried out in triplicate. 
 
2.4 Characterization 
2.4.1 Drug loading and encapsulation efficiency 
 
The amount of FA in microparticles (mg.g–1) and encapsulation efficiency (%) 
were assessed using an HPLC system (Varian Pro-star SYS-LC-240-E HPLC 
System, Walnut Creek, CA, USA). In brief, an exact mass of microparticles was 
weighed, which was equivalent to 20 mg of FA. This material was dispersed in 7 mL 
of methanol and kept for 12 h under magnetic stirring at 1000 rev.min–1. The volume 
was then completed to 10 mL in a volumetric flask and filtered through a membrane 
filter of polyvinylidene fluoride (Durapore® membrane, 0.22 μm pore size, Millipore, 
Bedford, MA, USA). After suitable dilution in methanol, the concentration of FA was 
determined through HPLC using a Varian C18 analytical column (Walnut Creek, CA, 
USA) (250 x 4.6 mm, 5 µm) using UV detection at 320 nm, in triplicate. The mobile 
phase consisted of methanol and water adjusted to pH 3.0 with 0.1 N 
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orthophosphoric acid (48:52 v/v) at an isocratic flow rate of 1.0 mL.mL–1. The 
validation of this HPLC method was previously performed through the following 
parameters: linearity, limit of detection, limit of quantitation, accuracy, robustness, 
precision and specificity [15]. The concentration range varied from 10.0 to 70.0 
μg.mL–1. The linearity was 0.9998 and the detection limit was 0.334 μg.mL–1 [16]. 





EE     (Equation 1) 
 
2.4.2 Scanning electron microscopy (SEM) 
 
The samples were mounted on aluminum stubs, sputtered with gold 
(IC-50 Ion Coater, Shimadzu, Kyoto, Japan), and analyzed using a scanning electron 
microscope (SSX-550 Superscan, Shimadzu, Kyoto, Japan) at an accelerating 
voltage of 10 or 15 kV with different magnifications. 
 
2.4.3 Particle size and granulometric distribution 
 
The particle size distribution was estimated by measuring about 200 particles 
with an assumed spherical shape in the arbitrary areas of the enlarged micrographs, 
which were produced by using Image Tool Software (3.0 version, San Antonio, TX, 
USA). The span, a mathematical value related to granulometric dispersion, was 










 (Equation 2) 
Where d(v,10), d(v,50), and d(v,90) are the particle diameters determined at the 








2.4.4 Fourier-transformed infrared spectroscopy 
 
The Fourier-transformed infrared (FTIR) spectra of raw materials, 
microparticles and physical mixture were recorded from 4000 to 400 cm–1 using a 
Shimadzu IR Prestige-21 spectrophotometer (Kyoto, Japan) with KBr pellets with 32 
scans and a resolution of 4 cm–1. 
 
 
2.4.5 X-ray powder diffraction 
 
Wide-angle X-ray powder diffraction (XRPD) was performed using a Shimadzu 
X-ray diffractometer (Shimadzu XRD-6000, Kyoto, Japan). The 2 value was 
increased from 5º to 80º at a scan rate of 2º.min–1 using a Cu-K source ( = 1.5418 
Å) at 40 kV and 40 mA. 
 
2.4.6 Thermal analyses 
2.4.6.1 Thermogravimetric analysis (TGA) 
The thermogravimetric curves were obtained using a thermobalance (TGA-50, 
Shimadzu, Kyoto, Japan) at a temperature range of 25–900 ºC using platinum 
crucibles with 5.0 ± 0.1 mg of sample under dynamic N2 atmosphere (flow rate: 50 
mL.min–1) and heat flow of 10 ºC.min–1. The equipment was previously calibrated 
with copper sulphate pentahydrate. 
 
2.4.6.2 Differential scanning calorimetry (DSC) 
The DSC curves of FA, Eudragit® L100, physical mixture and microparticles 
were obtained in a DSC-60 calorimeter (Shimadzu, Kyoto, Japan) using aluminum 
crucibles with 2.5 ± 0.1 mg of sample under dynamic N2 atmosphere (flow rate: 50 
mL.min–1). The temperature range was 25–220 ºC with a heating rate of 10 ºC.min–1. 
An empty aluminum pan was used as reference. The DSC cell was calibrated with 
indium (m.p. = 156.45oC; ∆Hfusion = 28.54 J.g








In vitro dissolution experiments were carried out for pure drug and FA-loaded 
microparticles. Dissolution assays were performed in a Nova Ética dissolution tester 
(299/6, Vargem Grande Paulista, Brazil) equipped with a basket (apparatus I) in 900 
mL of degassed phosphate buffer solution  
pH = 7.0 (50 mM) [17,6] for 2 h in triplicate.  
The system was kept at a thermostatically controlled temperature of  
37 ± 0.5 ºC and stirred at 50 rev.min–1. All the experiments were performed under 
dark conditions. At predetermined time intervals, samples were collected (10 mL), 
filtered (0.45 µm pore size) and spectrophotometrically evaluated (Genesys 10S 
spectrophotometer, Thermo Scientific, Madison, WI, USA) at 320 nm according to a 
previously determined calibration curve (ranging from 2 to 12 µg.mL–1, y = 0.077x + 
0.0027, r = 0.999).  
The dissolution values were obtained from the amount of drug that was 
released at each time interval. A correction factor was applied to the cumulative 
dilution caused by the replacement of the sample with an equal volume of fresh 
medium. 
 
2.5.1 Analysis of release behavior 
 
The dissolution profiles of pure FA and drug-loaded microparticles were 
compared by independent and dependent models, as summarized in Table 2. As 
model-independent analysis, the dissolution efficiency, which was the area under a 
dissolution curve between defined time points [18], was used. Profiles were also 
investigated by model-dependent methods using MicroMath Scientist™ 2.01 
software (Salt Lake City, UT, USA). The data were tested to fit first-order, 
biexponential, zero-order and Weibull equations (Table 2) [19]. The selection of 
model-dependent method was based on the best correlation coefficient (r), the best 
model selection criteria (MSC), and the best graphic adjustment. 
    In order to have some insight into the drug release mechanism, a semi-
empirical equation to describe drug release from polymeric systems, the power law 




nft at  (Equation 3) 
 
Where ft is the drug dissolved fraction at time t, n is the release exponent, which is 
indicative of drug release mechanism, and a is the constant, incorporating the 
structural and geometric characteristics of drug dosage form. 
 
Table 2 Mathematical models related to dissolution experiments 
Model Equation 
 












First-order % 100(1 )
ktD e   
Biexponential % 100[1 ( )]
t tD Ae Be      
Zero-order ktD %  
Weibull ]1[100%
)/( bTDteD   
Legend: %D = dissolved percentage, b = shape parameter, TD = time interval 
necessary to release 63.2% of drug, k,  and  = kinetics constants, t = dissolution 
time, A and B = initial drug concentrations that contribute for the two dissolution 
stages 
 
2.6 In vitro cell culture-based assays 
2.6.1 Cell Culture 
 
The J774A.1 cell line was incubated into plastic culture flasks containing RPMI 
1640 medium supplemented with 2 mM L-glutamine, 24 mM NaHCO3, 10% fetal 
bovine serum, penicillin (100 U.mL–1) and streptomycin (100 μg.mL–1) under 5% CO2 
at 37 °C. After 2-4 days, cells were scraped from each culture flask and centrifuged 
for 5 minutes at 125 x g. Cells were re-suspended in fresh medium and plated into 
appropriate multi-well plates (24 or 95 wells). The experiments were performed when 






2.6.2 Cytotoxicity assay 
 
Cell viability was determined via reduction of MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide] to formazan [21]. The J774A.1 cells were seeded in 
96-well plates. After overnight adhesion, cells were incubated for 48 h at 37 °C in 
culture medium containing free FA or MFA10 formulation at concentrations 
equivalent to 25, 50, 100 and 200 µM FA. FA was solubilized in culture medium 
containing 0.05% DMSO while spray-dried microparticles were dispersed only in 
supplemented RPMI 1640 medium. After incubation, supernatant cells were removed 
and MTT solution was added to cells at a final concentration of 0.5 mg.mL–1 for 30 
min. Then, formazan was dissolved in DMSO and absorbance was 
spectrophotometrically measured at 546 nm using a Synergy H1 hybrid multi-mode 
microplate reader (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA). Non-treated cells in 
culture medium were used as control. J774A.1 cells in culture medium containing 
0.05% DMSO were tested as vehicle. Cell viability was expressed in % related to the 
respective control. 
 
2.6.3 Cytoprotection assay 
 
Cells were seeded in 24-well plates. After overnight adhesion, cells were 
incubated in presence of free FA or MFA10 formulation at final concentrations 
equivalent to 50, 100 and 200 µM for 48 h. After incubation, supernatant cells were 
waived and cells were submitted to an acute exposure (1 h) of 600 µM H2O2 in PBS 
(the concentration of hydrogen peroxide that previously promoted a 50% reduction of 
cell viability). After this treatment PBS was removed and cells were incubated for 30 
min in MTT solution (0.5 mg.mL–1). Formazan was dissolved in DMSO and 
absorbance was measured using a Synergy H1 hybrid multi-mode microplate reader 
(546 nm). Cell viability was expressed in % related to the control, which was not 
submitted to H2O2 exposure. 
 
2.6.4 Assay for nitric oxide production 
 
In order to determine nitric oxide (NO), nitrite production was measured in 
supernatants of cultured J774A.1 cells, based on Ding et al. 1988 [22]. Cells were 
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seeded in 24-well plates. After overnight adhesion, cells were incubated in the 
presence of free FA or MFA10 formulation at final concentrations equivalent to 50 
and 100 µM. Cultures were kept at 37 °C under 5% CO2 for 96 h. Cells were 
stimulated by 10 μg.mL–1 LPS from Escherichia coli in the last 92 h. At the end of 
culture period, 100 μL of supernatant was removed and incubated with an equal 
volume of Griess reagent (1% sulfanilamide, 0.1% naphthylene diamine 
dihydrochloride, 2.5% H3PO4) at room temperature for 10 min. Absorbance was 
determined using a Synergy H1 hybrid multi-mode microplate reader at 550 nm. An 
analytical curve for nitrite determination was previously obtained using sodium nitrite 
as standard. The control was not submitted to LPS. 
 
2.6.5 Assay for intracellular reactive oxygen species generation 
 
The generation of reactive oxygen species (ROS) was assessed using a ROS-
sensitive fluorescence indicator, 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA). In 
order to determine the intracellular ROS generation, cells were seeded in black 96-
well plates. After overnight adhesion, cells were incubated in the presence of free FA 
or MFA10 formulation at final concentrations equivalent to 50 and 100 µM. Cultures 
were kept at 37 °C under 5% CO2 for 24 h. Cells were then incubated with DCFH-DA 
(25 μM) for 60 min in colorless (without phenol red) RPMI 1640 medium 
supplemented with 1% fetal bovine serum at 37 °C in the dark. Fluorescence 
intensity was measured every 10 min at an excitation wavelength of 485 nm and an 
emission wavelength of 535 nm using a Synergy H1 hybrid multi-mode microplate 
reader.  
 
2.7 In vivo platelet aggregation assay 
2.7.1 Animals 
 
Anti-platelet activity experiments were performed using male Wistar rats 
weighing about 200 g, which were obtained from the Central Animal Facility of State 
University of Ponta Grossa (Brazil). Animals were kept at 22 ± 2 °C with ad libitum 





2.7.2 Experimental protocol 
  
Thirty-two rats were randomly divided into four groups of eight animals. Group 
1 received MFA0 unloaded microparticles (equivalent mass to group 3, orally), Group 
2 received pure FA (30 mg.kg–1, orally), Group 3 received FA-loaded Eudragit® L100 
microparticles MFA10 (amount equivalent to 30 mg of FA.kg–1, orally) and Group 4 
received aspirin as standard anti-platelet agent (30 mg.kg–1, orally). These 
treatments were carried out during 10 consecutive days by a gastric gavage once-a-
day. Six hours after the last administered dose rats were anesthetized with ketamine 
and xylazine (55 and 8 mg.kg–1, respectively) and their right carotid artery was 
cannulated for blood sampling. Finally, rats were slaughtered using an anesthetic 
overdose. 
 
2.7.3 Preparation of platelet rich plasma (PRP) and platelet poor plasma (PPP) 
 
Fresh blood (6 mL) was collected in tubes containing 4% trisodium citrate 
solution. Samples were centrifuged at room temperature for 15 min at 100 x g to 
obtain PRP. Plasma was carefully removed and centrifuged at 900 x g for 10 min to 
obtain a platelet pellet which was re-suspended in sufficient fresh autologous plasma. 
Supernatant from final centrifugation was the platelet poor plasma (PPP). 
 
2.7.4 Platelet aggregation test 
The platelet aggregation assay was performed in a 96-well plate and 
absorbance was obtained using a Synergy H1 hybrid multi-mode microplate reader 
at 650 nm. An agonist (collagen type I, 4 μg.mL-1) was added into each well. Then, 
plasma containing platelets at a concentration of 200 x 106 platelets/well was added 
for a final volume of 150 µL. Readings were taken at time zero and after 15 min to 
induce platelet aggregation. Plate was shaken for 10 s before starting each test, with 
an amplitude of 2 mm (174 rpm) and 3 s before each reading and with an amplitude 







2.7.5 Statistical analysis 
 
Statistical analysis was performed using GraphPad Prism software (version 
5.00, San Diego, CA, USA). Results were expressed as mean ± standard error of 
mean. Comparisons between groups were tested by one-way ANOVA. For in vitro 
cell culture-based assays, Tukey’s post hoc test was performed. Bonferroni post hoc 
test was used for in vivo platelet aggregation assay. Critical significance level was set 
at α = 5% (p < 0.05). 
 
3. RESULTS  
 
FA-loaded Eudragit® L100 microparticles were successfully obtained by the 
proposed spray-dried method. After drying, the materials showed a powdery aspect 
and a white color similar to pure Eudragit® L100. The yields were 65.4, 67.9 and 
67.9%, respectively for MFA5, MFA10 and MFA20 microparticles.  
Water contents of 1.470.12 and 1.620.15% were obtained for pure FA and 
Eudragit® L100, respectively. Microparticles showed only residual moisture values, as 
presented in Table 3. 
 
Table 3 Water content1, ferulic acid-loaded1, encapsulation efficiency  
(EE)2, particle size1, and span for Eudragit® L100 microparticles 









MFA0 1.58  0.12 — — 2.46  0.99 1.44 
MFA5 1.40  0.09 102.08  1.78 102.08 2.48  1.29 1.53  
MFA10 1.43  0.10 204.42  2.45 102.21 2.61  1.16 1.32 
MFA20 1.52  0.08 404.10  2.32 100.82 2.54  0.99 1.33 





3.1 Drug loading and encapsulation efficiency 
The drug content (mg.g–1) and encapsulation efficiency (%) for microparticles 
are summarized in Table 3. A high percentage of drug entrapment was obtained for 
the Eudragit® L100 microparticles by spray drying. All formulations showed suitable 
EE values, which were close to 100%. 
 
3.2 Scanning electron microscopy 
The scanning electron micrographs of Eudragit® L100 microparticles are 
shown in Figure 2. Using SEM, Eudragit® L100 microparticles had spherical and 
almost-spherical shapes and a smooth surface (Figure 2, A–D). No pores were 
observed on the surface of all formulations. Moreover, MFA20 formulation showed 
residual FA on the surface of microparticles. 
 
 
Fig. 2 Scanning electron micrographs of Eudragit® L100 microparticles: MFA0 (A), 
MFA5 (B), MFA10 (C), and MFA20 (D). Magnifications of 7.0 kX. 
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3.3 Particle size and granulometric distribution 
The particle size and granulometric dispersion (span) obtained for Eudragit® 
L100 microparticles are indicated in Table 3. All formulations presented mean 
diameter values between 2 and 3 𝜇m and span values lower than 2. 
 
3.4 Fourier-transformed infrared spectroscopy  
The FTIR spectra found for FA, Eudragit® L100, physical mixture and 
microparticles are shown in Figure 3. The FTIR spectrum for pure FA consisted of 
absorption bands of OH group stretching vibration (3442 cm-1), aromatic and alkene 
C–H stretching vibrations (3018 cm-1), alkane C–H stretching vibration (2972 cm-1), 
aromatic conjugated C=O stretching vibration (1691 cm-1), C=C aromatic stretching 
vibration (1618, 1595, 1518, 1432 cm-1), C–O–C asymmetric stretching vibration 
(1277 cm-1), and C–OH stretching vibration (1204 cm-1). The FTIR spectrum for 
Eudragit® L100 presented a broadened band of OH stretching vibration (3500-3000 
cm–1), an absorption band of aliphatic C–H stretching vibration (3000-2900 cm–1), 
and C=O stretching vibrations of ester group and carboxylic acid (1740- 
1695 cm–1). Band assignments for physical mixture corresponded simply to the 
superposition of the FTIR spectra for pure FA and Eudragit® L100. In general, the 
FTIR spectra of FA-loaded Eudragit® L100 microparticles showed typical infrared 
absorption bands of raw materials, mainly from Eudragit® L100 (Figure 3). However, 
the FTIR spectra of these formulations also demonstrated shift and broadening of OH 
stretching band and shift of C=O stretching band in comparison with physical mixture. 
 
3.5 X-ray powder diffraction  
Figure 4 shows XRPD patterns of FA, Eudragit® L100, physical mixture and 
microparticles. Pure FA presented different peaks, which were related to its 
crystalline structure, mainly at 2θ = 9.02, 12.86, 15.62, and 26.46o. On the other 
hand, Eudragit® L100 revealed a non-crystalline pattern. A decrease in the crystalline 
peaks, which was typical of FA, was observed in physical mixture. However, no 
crystalline peaks of FA were detected in all formulations since the microparticles 
revealed a similar XRPD pattern to pure Eudragit® L100. 
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Eudragit® L100  
 
Fig. 3 FTIR spectra of FA, Eudragit® L100, physical mixture (PM) and microparticles 
(MFA0, MFA5, MFA10 and MFA20) 































Fig. 4 XRPD patterns of FA, Eudragit® L100, physical mixture (PM) and 
microparticles (MFA0, MFA5, MFA10 and MFA20) 
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3.6 Thermal analyses 
3.6.1 Thermogravimetric analysis 
 
Figure 5 summarizes the steps of thermal degradation verified for unloaded 
and FA-loaded Eudragit® L100 microparticles. Formulations displayed a three-stage 
thermal decomposition profile. The first stage of weight loss was associated with 
water loss. The second and third stages were attributed to a combination of polymer 
chain and drug degradation and volatilization of their decompositions products, 
respectively. Moreover, thermograms indicated that the onset decomposition 
temperature of all microparticles was above 145 ºC (MFA0 = 178.4 ºC; MFA5 = 168.5 
ºC; MFA10 = 166.1oC; MFA20 = 148.1oC) under N2 flux. 

























































































Fig. 5 TGA curves of microparticles MFA0, MFA5, MFA10 and MFA20. 
 
3.6.2 Differential scanning calorimetry  
The DSC curves performed for pure FA, Eudragit® L100, physical mixture (1:1) 
and Eudragit® L100 microparticles are displayed in Figure 6. Thermal profile of FA 
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showed an endothermic Tmax at 175.2 ºC, which corresponded to the melting range of 
crystalline drug, as previously reported [23]. The typical melting event of FA was not 
observed in the DSC curves of FA-loaded Eudragit® L100 microparticles. This 
thermal behavior suggests that an amorphization of the drug occurred. This result 
was reinforced by the XRPD patterns, in which no crystalline peak of FA was 
observed for drug loaded-microparticles. 






























Fig. 6 DSC curves of FA, Eudragit® L100, physical mixture (PM) and microparticles 
(MFA0, MFA5, MFA10 and MFA20). 
 
3.7 In vitro drug release and analysis of release behavior 
The dissolution profiles of FA and FA-loaded microparticles are depicted in 
Figure 7. An 80% release of pure drug was obtained in 12.69 minutes. However, 
Eudragit® L100 microparticles showed mean dissolution times of 54 min (MFA5), 
50.5 min (MFA10) and 17.50 min (MFA20) for 80% drug release. Therefore, FA-




Fig. 7 In vitro release profiles of FA and FA-loaded microparticles into phosphate 
buffer (50 mM, pH 7.0) 
 
3.7.1 Analysis of Release Behavior 
 
Regarding the dissolution efficiency, a value of 91.21% was calculated for 
pure drug after 2 h, while Eudragit® L100 microparticles showed 68.43% (MFA5), 
74.72% (MFA10), and 78.84% (MFA20) at the same time interval. In order to 
investigate differences between release profiles, Tukey’s post hoc test was 
performed on ANOVA results. This analysis indicated a statistically significant 
difference between pure drug and MFA5 (𝑃 = 0.0013) and MFA10 (𝑃 = 0.0006). 
However, pure FA and MFA20 showed no statistical difference (𝑃 = 0.3608).  
The release profiles were adjusted to mathematical models and the selection 
of the best model was made by considering the factors of r, MSC and graphic 
adjustment. Spray-dried FA microparticles were better fitted to the monoexponential 





Table 4  Release data obtained by fitting the dissolution profiles of pure ferulic acid 









3.8 In vitro cell culture-based assays 
 
In order to explore whether spray-dried FA microparticles had a cytotoxic effect 
on the J774A.1 cell line an MTT assay was initially performed. The results of MTT 
experiments (Figure 8, A) demonstrated the absence of cytotoxicity for free FA and 
MFA10 formulation in relation to J774A.1 after 48 h at concentrations ranging from 
25 to 200 µM. In addition, both pure drug and MFA10 microparticles induced 
statistically significant cell proliferation at 200 µM compared to the control. 
Cytoprotection against H2O2-induced oxidative stress in J774A.1 cells was 
investigated for FA and MFA10 formulation (Figure 8, B). Pure drug provided a non-
significant cytoprotection (p < 0.05) in relation to H2O2 treatment. On the other hand, 
MFA10 microparticles significantly prevented H2O2-induced cell death at 50, 100 and 
200 µM compared to the control, which increased cell viability to 80.5 ± 2.3, 128.5 ± 
9.5 and 138.8 ± 10.3%, respectively. 
Concerning NO assay, LPS-induced nitrite production was measured in 
supernatant of cultured J774A.1 cells after treating them with FA and the MFA10 
formulation. The results are shown in Figure 8, C. At 50 µM, no significant effect was 
observed for pure drug and MFA10 microparticles. However, both free FA and 
MFA10 formulation significantly inhibited NO production, measured as nitrite in LPS-
activated J774A.1 cells at 100 µM compared to the control. 
The ability of pure drug and MFA10 microparticles to avoid intracellular oxidant 
production in J774A.1 cells was assessed using DCFH-DA fluorescence (Figure 8, 
D). Fluorescence intensity statistically decreased after 24 h exposure to free FA at 
100 µM compared to the control. However, MFA10 formulation provided a significant 
Material 
Monoexponential model 
MSC R K (min
–1)  
Ferulic acid (FA) 2.89 0.9905 0.1050  
MFA5 3.93 0.9975 0.0288  
MFA10 2.84 0.9931 0.0270  
MFA20 2.39 0.9773 0.0740  
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reduction in intracellular ROS production, even at a low concentration (50 µM), 






Fig. 8 Results of in vitro cell culture-based assays for free FA and formulation MFA10 
using J774A.1 cell line. A Cell viability measured using MTT assay after 48 h of 
incubation. B Cytoprotection against H2O2-induced oxidative stress. C LPS-induced 
nitrite production by J774A.1 cells measured after 24 h of incubation. D Intracellular 
ROS production in J774A.1 cells using DCFH-DA fluorescence. Each bar represents 
mean ± standard error of mean from at least 6 independent experiments. Asterisks 
denote significance levels compared to control: significantly different, *p<0.05, 





3.9 In vivo platelet aggregation test 
 The in vivo effect of MFA10 FA-loaded Eudragit® L100 microparticles on the 
inhibition of collagen-stimulated platelet aggregation was performed 6 h after the last 
administered dose and is shown in Figure 9. MFA0 microparticles were used as 
control and provided no inhibition of platelet aggregation. MFA10 formulation and 
aspirin presented a statistically significant anti-platelet effect compared to the control. 
However, pure FA had no significant effect on the inhibition of platelet aggregation 



































































Fig. 9 Percentage of inhibition of platelet aggregation of MFA0 (control), free FA, 
formulation MFA10 and aspirin. Each bar represents mean ± standard error of mean 
from 8 independent experiments. Asterisks denote significance levels compared to 









This study demonstrates that FA-loaded Eudragit® L100 microparticles were 
successfully obtained by spray-drying. In general, these formulations showed 
feasible physicochemical properties in relation to oral use as a drug delivery system. 
Regarding moisture, the residual water content was determined for unloaded and 
drug-loaded microparticles. These data demonstrated that spray-drying process was 
able to remove 50/50 (v/v) of the water–ethanol solvent used during 
microencapsulation. Residual moisture in microparticles is an important indicator of 
drying efficiency and it can influence flow properties, compressability, tendency to 
agglomerate, and stability [24,25]. In that sense, a low water content, which is similar 
to raw materials, ensures a suitable quality for the proposed use. 
Regarding the issue of drug microencapsulation, a high drug-loading efficiency 
(near to 100%) was obtained for FA-loaded Eudragit® L100 microparticles using a 
previously validated HPLC method. Similar or lower results were previously reported 
for nanoparticles containing this drug. FA-loaded nanoparticles prepared using Poly-
D,L-lactide-co-glycolide (PLGA) (Mw 40.000–75.000 g.mol
–1) presented an EE of 76% 
[6]. Stearic acid- and stearyl ferulate-based solid lipid nanoparticles containing E-FA 
revealed a loading efficiency of 95.4 and 97.7%, respectively [13]. These differences 
are basically related to the chosen microencapsulation procedure. This paper is the 
first to report the use of spray-drying for obtaining FA-loaded polymeric 
microparticles. During this drying process solvent evaporation is rapid and drug 
entrapment occurs quasi-instantaneously [26]. If no phase separation or segregation 
of drug or polymer occurs during drying then high encapsulation efficiency is typically 
obtained. In addition, it is a single-step, low-cost, easy to scale-up process [14] that 
does not involve organic solvents of high toxicity for microencapsulation, as 
compared to the usual solvent-based procedures of oil in water and oil in oil 
emulsification/solvent evaporation. Therefore, spray-drying offers high drug 
encapsulation and a number of advantages in relation to pharmaceutical 
microtechnology. 
A suitable morphology and size distribution were observed for FA spray-dried 
microparticles. In general, microparticles retained their spherical shape or they 
presented some deformations due to their hollow structure, which collapsed and 
shriveled. This behavior is typical of many spray-drying procedures [14, 27–28], 
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particularly considering the raw material that is used. If a particle is hollow it tends to 
shrivel and deform on complete drying [29]. Considering the factor of span, all 
microparticles had values less than 2, which indicated a narrow dispersion around 
the mean [30]. In addition, these micrometer-sized particles can provide a prolonged 
effect of FA, since they can present an extended intestinal transit [31–32].  
The FTIR spectra for FA and Eudragit® L100 corresponded to what has been 
previously reported in the literature [33, 1]. The drug-loaded microparticles 
demonstrated broadening and shifts involving OH and C=O bands. This result 
suggests that intermolecular O–H•••C=O bonds were formed between FA and 
Eudragit® L100 after spray-drying procedure. Sahoo et al. [34] previously observed 
that hydrogen bonding has a significant influence on band shape and intensity, 
generally causing band broadening and shifts similar to our findings, which can lead 
to a better controlled release. Furthermore, XRPD patterns and DSC curves 
confirmed drug amorphization during microencapsulation due to an absence or a 
remarkable decrease of crystalline diffraction peaks and melting event of FA, 
respectively. In general, amorphous solids are more soluble than crystalline forms 
due to the free energies involved in dissolution process. Solids in amorphous state 
have randomly arranged molecules and thus low energy is required to separate 
them. Consequently, their dissolution is faster than when in crystal form [35]. This 
behavior is particularly desirable for FA because it is a drug of low water solubility, 
which can improve its dissolution profile. Moreover, thermal degradation was 
registered over 145 ºC under N2 flux by TGA, which indicates that unloaded and 
drug-loaded microparticles presented a suitable thermal stability. 
The in vitro drug release experiments showed that Eudragit® L100 played an 
important role in delaying the dissolution of FA. In addition, MFA5 (5% ferulic acid) 
and MFA10 (10% ferulic acid) formulations presented statistically slower release than 
pure FA. The higher amount of polymer in these formulations probably provided an 
enhanced effect in controlling drug release rate. Eudragit® L100 is a methacrylic 
polymer that is widely used in oral drug delivery systems. Eudragit® L100 is a pH-
responsive polymer whose dissolution threshold is pH 6.0 [14]. In that sense, 
dissolution test of the prepared spray-dried microparticles at pH 7.0 illustrated 
polymer-controlled drug release. 
In order to investigate the potential in vitro and in vivo effects of FA spray-dried 
microparticles, MFA10 formulation was chosen for further assays due to its 
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appropriate morphology and size, higher drug loading and encapsulation efficiency, 
suitable molecular dispersion of the drug into a polymeric matrix, and a controlled 
release pattern. 
First of all, cytotoxicity of free FA and MFA10 formulation was tested in relation 
to J774A.1 tumor cells using the MTT method. MTT assay is widely used for 
evaluating cytotoxicity of potential medicinal agents, since these substances can 
stimulate or inhibit cell viability and growth. MTT is a yellow tetrazole that is reduced 
to purple formazan, based on the activity of mitochondrial/non-mitochondrial 
dehydrogenase enzymes in viable cells. Insoluble purple formazan product is then 
dissolved into a colored solution and spectrophotometrically determined [36–38]. Our 
results showed that both free FA and MFA10 microparticles had no cytotoxic effect 
on J774A.1 cells. Therefore, there was no change in the enzymatic activity of 
dehydrogenase that led to no cell death. On the other hand, free FA and MFA10 
formulation increased cell viability at 200 μM, which led to interest in investigating a 
potential cytoprotective effect due to the well-known antioxidant effect [39] of FA. 
In cytoprotective assay, J774A.1 cells were exposed to free FA and MFA10 
formulation for 48 h, followed by a 600 µM H2O2 treatment in order to induce 
oxidative stress. The in vitro potential of pure drug and FA spray-dried microparticles 
to reverse this deleterious damage to cells was also evaluated by an MTT assay. In 
that case, only MFA10 formulation was able to avoid H2O2-induced oxidative damage 
in J774A.1 cells. Oxidative stress occurs when the cellular homeostasis, which 
normally involves a fine balance between free radical generation and their 
detoxification by antioxidants, is disturbed [40]. H2O2 is well known to act as a potent 
inducer of reactive oxygen species (ROS) and it is capable of inducing cell injury both 
in vitro and in vivo [41,42]. H2O2 is particularly known to induce oxidative damage, 
leading to lipid peroxidation, ROS generation, depletion in reduced glutathione, and 
reduction in antioxidant enzymes (catalase, superoxide dismutase and glutathione 
peroxidase) activity preceding cell death [43,44]. Compared to free drug, only FA 
spray-dried microparticles demonstrated a cytoprotective effect that can be related to 
a long-lasting antioxidative mechanism assigned to FA released from this formulation 
which was accounted for providing a controlled drug release pattern. This 
antioxidative mechanism is deeply related to FA chemical structure and can be 
supported by two major routes: non-enzymatic and enzymatic processes. This 
substance can reduce cell damage by protection against oxidative damage through 
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non-enzymatic scavenging of ROS including H2O2. Bioactivities of phenolic acids, 
non-enzymatic agents, are known to be closely related to their molecular structure 
containing hydroxyl, aromatic groups and/or double bonds [45]. In particular, FA 
presents labile phenolic hydrogen atoms joined to a completely conjugated system. 
This chemical structure leads to formation of more stable and low energy products 
from ROS molecules and gives additional properties in terms of the interruption of 
chain reactions of free radicals [2]. The presence of unsaturation in side chain of FA 
provides sites for attack by free radicals. The carboxylic acid group can allow an 
interaction with lipid bilayer of cell membrane which provides protection against lipid 
peroxidation [2, 46]. Moreover, FA can play a role as antioxidant by an enzymatic 
mechanism for cell defense. This phenolic compound also presents effects related to 
the inhibition of cytotoxic enzymes as inducible nitric oxide synthase, caspases and 
cyclooxygenase-2. These activities contribute to its well-known antioxidant and anti-
inflammatory effects [7,11,23]. Thus, it is possible to suggest that FA-loaded 
Eudragit® L100 microparticles offer a feasible system to provide cytoprotection as a 
result of keeping its antioxidant effect for a prolonged time interval. 
An inflammatory stimulus such as LPS can activate J774A.1 murine 
macrophages to produce a variety of inflammatory mediators, including prostaglandin 
E2 and NO [47]. LPS-activated macrophages express transcriptionally inducible nitric 
oxide synthase, which produces high amounts of NO from L-arginine [48]. 
Substances that can inhibit NO production have potential as anti-inflammatory and 
immunomodulatory drugs [37]. Both free FA and FA spray-dried microparticles at 100 
μM provided a statistically significant reduction of NO as nitrite production. This result 
can pave the way for investigating the in vivo anti-inflammatory potential and 
immunomodulatory activity of FA-loaded Eudragit® L100 microparticles. 
2’,7’-Dichlorofluorescin and its diacetate form DCFH-DA are widely used to 
measure oxidative stress in cells due to the high sensitivity of fluorescence-based 
assays. The assay consists of the oxidation of DCFH (after hydrolysis of the 
diacetate form) to fluorescein by ferryl-type intermediates and/or oxygen and nitrogen 
reactive species (ROS/RNS), whose fluorescence can be measured at 522 nm [49]. 
Therefore, this assay can be useful for quantifying intracellular ROS/RNS production 
in order to explore an antioxidant effect. Our results showed that spray-dried FA 
microparticles provided a better effect than pure FA in reducing intracellular 
ROS/RNS production even at a low concentration (50 μM). This effect can be also 
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attributed to the controlled release pattern of MFA10 formulation and it reinforces the 
cytoprotective results. 
Anti-platelet aggregation drugs are used as mainstream first-line drugs for 
prevention and cure of arterial thrombus diseases [50]. FA and its derivatives are 
well-known as anti-platelet agents because they can activate blood circulation to 
dissipate blood stasis. However, this clinical effect is rapid because FA can be 
intensively metabolized by liver and gut microflora undergoing hydrogenation of 𝛼,-
unsaturated bond, demethylation, and selective dehydroxylation at C4 to form a 
plethora of related phenolic metabolites [51]. Our results demonstrated that free FA 
showed no statistical effect compared to the control (MFA0 formulation) 6 h after the 
last administered dose. However, MFA10 formulation provided a more appropriate 
anti-platelet effect, which was even superior to aspirin, a gold standard anti-platelet 
agent [52]. FA spray-dried microparticles probably inhibited platelet aggregation for a 
longer time interval by controlling the rate of drug release. These results demonstrate 
that FA-loaded Eudragit® L100 microparticles can provide a prolonged in vivo anti-
platelet activity for FA and should be studied further as a new polymeric carrier to 




FA-loaded Eudragit® L100 microparticles were successfully prepared by a 
spray-drying method. Micrometer-sized, heat-stable and amorphous/non-crystalline 
formulations with high drug-loading efficiencies were obtained. Intermolecular O–
H•••C=O bonds between FA and Eudragit® L100 were recorded by FTIR for spray-
dried formulations after microencapsulation procedure. MFA5 and MFA10 
formulations provided a statistical decrease in the dissolution rate of FA and 
maintained the initial monoexponential kinetic model. These results support an 
experimental basis for the use of these multiple unit dosage forms as a promising 
approach for prolonging drug release. In addition, microencapsulation of FA provided 
cytoprotection against H2O2-induced oxidative stress and inhibited collagen-
stimulated platelet aggregation. In summary, these formulations are feasible carriers 
for the controlled release of FA and can be used in other innovative oral products 
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This paper aimed to improve the relative solubility and dissolution rate of ferulic acid 
(FA) by the use of spray-dried solid dispersions (SDs) in order to ensure its in vitro 
antioxidant potential and to enhance its in vivo anti-platelet effect. These SDs were 
prepared by spray-drying at 10 and 20% of drug concentration using 
polyvinylpyrrolidone K30 (PVP-K30), polyethylene glycol 6000 (PEG 6000) and 
poloxamer-188 (PLX-188) as carriers. SDs and physical mixtures were characterized 
by SEM, XRPD, FTIR spectroscopy and TGA analysis. Spray-dried SDs containing 
FA were successfully obtained. Relative solubility of FA was improved with increasing 
carrier concentration. PVP-K30 and PEG 6000 formulations showed suitable drug 
content values close to 100% whereas PLX-188 presented mean values between 70 
and 90%. Agglomerates were observed depending on the carrier used. XRPD 
patterns and thermograms indicated that spray-drying led to drug amorphization and 
provided appropriate thermal stability, respectively. FTIR spectra demonstrated no 
remarkable interaction between carrier and drug for PEG 6000 and PLX-188 SDs. 
PVP-K30 formulations had changes in FTIR spectra which denoted intermolecular 
O–H•••O=C bonds. Spray-dried SDs played an important role in enhancing 
dissolution rate of FA when compared to pure drug. The free radical-scavenging 
assay confirmed that the antioxidant activity of PEG 6000 10% SDs was kept. This 
formulation also provided a statistically increased in vivo anti-platelet effect compared 
to pure drug. In summary, these formulations enhanced relative solubility and 
dissolution rate of FA and chosen formulation demonstrated suitable in vitro 
antioxidant activity and improved in vivo anti-platelet effect. 
 























Oral route is the most convenient and commonly used for drug delivery due to 
its ease of administration, high patient compliance, cost effectiveness, least sterility 
constraints, and flexibility in the design of dosage form. However, the major 
challenge regarding oral dosage forms lies with their poor bioavailability. Oral 
bioavailability depends on several factors including aqueous solubility, drug 
permeability, dissolution rate, first-pass metabolism, presystemic metabolism, and 
susceptibility to efflux mechanisms. The most frequent causes of low oral 
bioavailability are attributed to poor drug solubility and low permeability.1 In that 
sense, poor drug solubility remains one of the most challenging aspects of 
formulation development.2,3 
There are numerous approaches available and reported in literature to 
enhance solubility of poorly water-soluble drugs. These techniques are chosen on 
the basis of certain aspects such as properties of the drug under consideration, 
nature of excipients to be selected, and nature of intended dosage form.1,4 
Solid dispersions (SDs) represent a useful pharmaceutical technique for 
increasing dissolution, absorption, and therapeutic efficacy of drugs in dosage forms. 
Historically, the term “solid dispersion” was defined as a dispersion of drug in a solid 
matrix where this hydrophilic carrier was either a small molecule or polymer.5 These 
systems provide some possibility of (a) reducing particle size of drugs to (nearly) a 
molecular level, (b) locally increasing the saturation solubility and/or (c) transforming 
the drug from crystalline to (partially) amorphous state.1 
The most commonly used hydrophilic carriers for solid dispersions include 
polyvinylpyrrolidone (Povidone, PVP), polyethylene glycol (PEG), and copolymer of 
vinyl pyrrolidone and vinyl acetate (Plasdone-S630). In particular, PVP and PEG 
have shown the greatest use due to their water solubility, low cost, and ability to form 
solid solution in amorphous state.6,7 Surfactants such as polyoxyethylene (20) 
sorbitan monooleate (Tween-80), docusate sodium, polyoxyethylene (40) stearate 
(Myrj-52), polyoxyethylene-polyoxypropylene block copolymer (poloxamers, Pluronic-
F68), and sodium dodecyl sulfate (SDS) also find a singular place in formulation of 
solid dispersion.1 Recently, poloxamers have demonstrated promise to be carriers for 
preparation of solid dispersions because they have capability to alter physical 
215 
 
properties such as hydrophobicity, surface charge, flocculation/dispersion, floatation 
and wetting properties.7-10 
Ferulic acid (FA; C10H10O4; MW: 194.18 Da) or (E)-3-(4-hydroxy-3-methoxy-
phenyl)prop-2-enoic acid is an organic compound that is abundant in plants which 
has low toxicity and is synthesized from shikimate pathway via phenylalanine or L-
tyrosine. In nature, it occurs mainly as a trans isomer.11,12 FA is one of the active 
components of Chinese medicinal herbs such as Angelica sinensis, Cimicifuga 
heracleifolia and Lignstcum chuangxiong. This drug possesses antioxidant, anti-
inflammatory, anti-thrombosis, photoprotective, and antimicrobial properties, and 
suppresses proliferation of a wide variety of tumor cells.13,14 It also protects against 
coronary disease, lowers cholesterol and increases sperm viability.11 Despite 
extensive research and development studies, poor solubility of FA in aqueous 
solution (6.63 mg.dL-1 at pH 7.2) remains as a major barrier for its bioavailability and 
clinical efficiency.15,16 
To address this problem, there are few literature reports devoted to the 
investigation of solid dispersions containing FA. Solid inclusion complexes between 
FA and α- or γ-cyclodextrin were prepared by coprecipitation to obtain a water-
soluble system that led to better aqueous solubility required for a cosmetic ingredient, 
increased photo-stability and improved skin delivery.17,18 Similarly, inclusion complex 
of FA with hydroxypropyl-β-cyclodextrin was obtained by freeze-drying and 
demonstrated to be a proper excipient for increasing solubility and stability of FA.11 
Solid dispersions of FA in composite nanofibers were prepared by electrospinning 
using PVP, SDS, and sucralose and exhibited a much faster dissolution rate and a 
13-fold higher permeation rate across sublingual mucosa compared to pure FA.19 
However, to the best of our knowledge, no previous work had demonstrated the 
viability of using spray-drying for obtaining solid dispersion containing FA. In addition, 
these papers lack evaluations of the in vivo effect of prepared solid dispersion which 
is crucial for purposing a clinical use. 
Spray-drying is a highly reproducible, low-cost, and easy to scale up method 
for obtaining solid dispersions. Due to the large specific surface area offered by 
droplets, the solvent rapidly evaporates and a solid dispersion is formed within 
seconds, which may be fast enough to prevent phase separation. Moreover, solid 
dispersions prepared by spray-drying consist of particles of which size may be 
customized by changing the droplet size to meet the requirements for further 
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processing or application (e.g., free flowing particles or particles for inhalation). 
Spray-drying usually yields a drug in the amorphous state20, however sometimes the 
drug may have (partially) crystallized during processing.21 
In this context, the aim of this study was to compare three different types of 
carriers PVP-K30, PEG 6000 and Poloxamer-188 (PLX-188) to obtain spray-dried 
SDs containing FA in order to enhance the relative solubility and drug dissolution 
rate. In addition, the potential of SDs in maintaining antioxidant activity and in 
improving in vivo anti-platelet effect of FA was investigated. 
 
2. MATERIAL AND METHODS 
2.1 Materials 
Ferulic acid (FA, 99.80% pure, Suzhou Leader Chemical, Suzhou, China). 
Polyvinylpyrrolidone K30 (PVP-K30, Mw= 58.000 Da, Jiaozuo Meida Fine Chemical, 
Shanghai, China), Polyethylene glycol 6000 (PEG 6000, Mw= 5.000-7.000 Da, Fluka, 
St. Louis, MO, USA), Poloxamer-188 (PLX-188, Mw= 8.400 Da, BASF, 
Ludwigshafen, Germany) were used as received without any further purification. 
Ultra-pure water was obtained by Milli-Q® ultrapure water purification system 
(Millipore, Bedford, MA, USA). Other reagents and solvents were of analytical or 
HPLC grade. 
 
2.2 Preparation of solid dispersion 
Solid dispersions were prepared by spray-drying method using PVP-K30, PEG 
6000 or PLX-188 as carriers. These formulations were obtained at theoretical 
concentrations of 10 and 20% of FA. Previously, drug and carriers were sifted 
through a 60 mesh sieve. All formulations were prepared in triplicate from three 
different batches. Formulations containing no drug were used as negative controls. 
Pure drug (FA) and carrier (PVP-K30, PEG 6000 or PLX-188) were dissolved 
in an appropriate volume of ethanol (100 mL) and distilled water (100 mL), 
respectively (Table 1). These solutions were magnetically stirred for 24 h at room 
temperature (20 ± 2°C) in the dark and were then mixed. These formulations at 1:1 
ethanol/water ratio were magnetically stirred for more 24 h at the same conditions. 
The spray drying procedure was carried out using a Labmaq spray-dryer (MSD 0.5 
model, Ribeirão Preto, Brazil) that was set at a inlet air temperature of 135 ± 5°C, 
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outlet air temperature of 50 ± 5°C, feed flow rate of 0.20 L.h-1, drying air flow rate of 
50 L.min-1, and atomizing air pressure of 3 kgf.cm–2 using a nozzle of 0.82 mm. All 
dried powders were carefully recovered, yield determined then stored at room 
temperature (20 ± 2°C) in sealed containers in dark conditions in a vacuum 
desiccator. Yield values of spray-dried SDs were tested by one-way ANOVA with 
Tukey’s post-hoc test. The significance level was set at α = 5% (p < 0.05). 
In order to provide a comparative analysis, physical mixtures (PM) between 
carriers and FA were prepared. Each polymer and drug was weighted at 1:1 ratio, 
mixed and ground with mortar and pestle. 
 
Table 1. Composition of spray-dried solid dispersions containing FA  
Composition 
 Formulation 
0% 10% 20% 
Aqueous phase    
Carrier (g) 4.00 3.60 3.20 
Purified water (mL) 100.0 100.0 100.0 
Organic phase    
Ferulic acid (g) ______ 0.40 0.80 
Ethanol (mL) 10.0 mL 10.0 mL 10.0 mL 
 
2.3 Residual Moisture 
The water content of FA, PVP-K30, PEG 6000, PLX-188 and spray-dried SDs 
was performed using an infrared moisture analyzer (Shimadzu, MOC63u model, 
Kyoto, Japan). For each sample, an amount of 1.000 g was placed on an aluminum 
plate and dried at 105 oC until constant weight. The percentage corresponding to 
mass loss was obtained as moisture content. This analysis was carried out in 
triplicate. 
 
2.4 Solubility Studies 
Saturation solubility studies were performed for pure FA and spray-dried SDs. 
A sample containing FA in amount that exceeded its solubility (15 mg of FA) was 
added to a volumetric flask containing purified water (25 mL) and kept under 
magnetic stirring at 150 rpm at room temperature (20 ± 2°C) for 48 h. The resulting 
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suspension was filtered through a membrane filter of polyvinylidene fluoride 
(Durapore® membrane, 0.22 μm pore size, Millipore, Bedford, MA, USA). The final 
concentration of FA was spectrophotometrically determined at 320 nm and the 
solubility of each sample was then calculated in triplicate. The relative solubility of FA 
from spray-dried SDs was reported in percentage compared to pure drug as mean 
and standard deviation. 
 
2.5 Drug content 
The amount of FA in SDs (mg.g–1) was performed using an HPLC system 
(Varian Pro-star SYS-LC-240-E HPLC System, Walnut Creek, CA, USA). In brief, an 
exact mass of solid dispersions was weighed, equivalent to 20 mg of FA. This 
material was dispersed in 7 mL of methanol and kept for 12 h with magnetic stirring 
at 1000 rev.min–1. The volume was then adjusted to 10 mL with a volumetric flask 
and filtered through a membrane filter of polyvinylidene fluoride (Durapore® 
membrane, 0.22 μm pore size). After suitable dilution in methanol, the concentration 
of FA was determined by HPLC using a Varian C18 analytical column (Walnut Creek, 
CA, USA) (250 x 4.6 mm, 5 µm) using UV detection at 320 nm, in triplicate. The 
mobile phase consisted of methanol and water adjusted to pH 3.0 with 0.1 N 
orthophosphoric acid (48:52 v/v) at an isocratic flow rate of 1.0 mL.mL–1. The 
validation of this HPLC method was previously performed through the following 
parameters: linearity, limit of detection, limit of quantitation, accuracy, robustness, 
precision and specificity.22 The concentration range varied from 10.0 to 70.0 μg.mL–1. 
Linearity was 0.9998 and the detection limit was 0.334 μg.mL–1.23 The drug content in 
spray-dried SDs was expressed as relative values compared to the theoretical mass 
used to obtain these formulations. 
 
2.6 Solid-state characterization of SDs 
2.6.1 Scanning electron microscopy (SEM) 
The samples were mounted on aluminum stubs, sputtered with gold 
(IC-50 Ion Coater, Shimadzu, Kyoto, Japan) and analyzed using a scanning electron 
microscope (SSX-550 Superscan, Shimadzu, Kyoto, Japan) at an accelerating 





2.6.2 X-ray powder diffraction  
Wide-angle X-ray powder diffraction (XRPD) was performed with a Shimadzu 
X-ray diffractometer (Shimadzu XRD-6000, Kyoto, Japan). The 2 value was 
increased from 5º to 80º at a scan rate of 2º.min–1 using a Cu-K source ( = 1.5418 
Å) at 40 kV and 40 mA. 
  
2.6.3 Fourier-transformed infrared spectroscopy 
The Fourier-transformed infrared (FTIR) spectra of raw materials, solid 
dispersions and physical mixtures were recorded from 4000 to 400 cm–1 on a 
Shimadzu IR Prestige-21 spectrophotometer (Kyoto, Japan) using KBr pellets with 32 
scans and resolution of 4 cm–1. 
 
2.6.4 Thermogravimetric analysis (TGA) 
The thermogravimetric curves were obtained in a thermobalance (TGA-50, 
Shimadzu, Kyoto, Japan) in the temperature range of 25–900oC using platinum 
crucibles with 5.0 ± 0.1 mg of sample under dynamic N2 atmosphere, flow rate of 50 
mL.min−1 and heat flow of 10oC.min–1. Each onset temperature of thermal 
decomposition was then obtained by the 1st derivative curve (derivative 
thermogravimetric analysis). The equipment was previously calibrated with copper 
sulphate pentahydrate.  
 
2.7 In vitro drug release  
In vitro release experiments were carried out for the pure drug and spray-dried 
SDs as tablets. An exact amount of SDs (equivalent to 15 mg of FA) was 
compressed using a laboratory hydraulic press (Perkin Elmer, 15011 model, Norwalk, 
CT, USA) equipped with a 13 mm flat faced punch. The direct compression was 
performed at 3 t.cm–2 for 2 min. The compressed tablets (n = 6) contained no other 
pharmaceutical excipients. Dissolution assays were performed in a Nova Ética 
dissolution tester (299/6, Vargem Grande Paulista, Brazil) equipped with paddle 
(apparatus II) in 900 mL of degassed phosphate buffer solution pH = 7.0 (50 mM) for 
150 min in triplicate.19,6 
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The system was kept at a thermostatically controlled temperature of 37 ± 
0.5ºC and stirred at 50 rev.min–1. All experiments were performed under dark 
conditions. At predetermined time intervals, samples were collected (10 mL), filtered 
(0.45 µm pore size) and spectrophotometrically determined (Genesys 10S 
spectrophotometer, Thermo Scientific, Madison, WI, USA) at 320 nm according to a 
previously determined calibration curve (ranging from 2 to 12 µg.mL–1, y = 0.077x + 
0.0027, r = 0.999).  
Dissolution values were obtained from the amount of drug released at each 
time interval. A correction factor was applied to the cumulative dilution caused by 
replacement of sample with an equal volume of fresh medium. 
 
2.7.1 Analysis of release behavior 
Dissolution profiles of FA and solid dispersions were compared by model-
independent and model-dependent methods. As model-independent analysis, 
dissolution efficiency, the area under a dissolution curve between defined time 
points24, was used. One-way ANOVA (single factor: formulation) with Tukey’s post 
hoc test was also used to compare dissolution profiles of pure drug and spray-dried 
SDs25 by Microsoft Excel 2007 software (Salt Lake City, UT, USA). A p value of  ≤ 
0.05 was used to indicate statistically significant differences. In vitro profiles were 
also investigated by model-dependent approaches using the MicroMath Scientist™ 
2.01 software (Salt Lake City, UT, USA). Data were tested to fit first-order, 
biexponential, zero-order and Weibull equations.26 The selection of model-dependent 
method was based on the best correlation coefficient (r), the best model selection 
criteria (MSC), and the best graphic adjustment. 
 
2.8 In vitro antioxidant potential 
In order to compare the antioxidant capacity of pure FA and spray-dried SDs, 
free radical-scavenging potential was evaluated by 2,2-azinobis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) radical cation decolorization  assay. 
Aqueous solutions of pure drug and spray-dried SD (PEG 6000 10%) at the same 
concentrations from 25 to 400 µmol.L–1 were prepared 30 min before the start of the 
experiment and kept under dark conditions. 
In brief, aqueous solutions of 7 mmol.L–1 ABTS and 2.45 mmol.L–1 potassium 
persulfate were mixed in a volume ratio of 1:1 and incubated in the dark at room 
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temperature for 12 h to obtain ABTS•+.27 ABTS•+ solution was diluted to an 
absorbance value of ± 0.7 at 734 nm in 50 mmol.L–1 sodium phosphate buffer 
solution (pH = 7.4). The reduction between ABTS•+ and pure drug or SD (PEG 6000 
10%) was measured by decreasing in absorbance at 734 nm after 0, 30 and 60 min 
in a microplate reader (SpectraMax 190 spectrophotometer, Molecular Devices, 
Sunnyvale, CA, USA). All measurements were performed in triplicate and formulation 
PEG 6000 0% were used as negative control. The antioxidant activity was calculated 













    (Equation 1) 
Where Ab is the absorbance of the control and Aa is the absorbance of the sample. 
 
2.9 In vivo anti-platelet assay 
2.9.1 Animals 
The anti-platelet activity experiments were performed using male Wistar rats of 
about 200 g from Central Animal Facility of State University of Ponta Grossa. The 
animals were kept at 22 ± 2°C and ad libitum access to food and water in controlled 
conditions of light (light-dark cycle of 12/12 h). 
 
2.9.2 Experimental protocol 
 Thirty two rats were randomly divided into four groups of eight animals. Group 
1 received PEG 6000 0% formulation (equivalent mass amount to group 3, orally), 
group 2 received pure FA (30 mg.kg–1, orally), group 3 received PEG 6000 10% SD 
(amount equivalent to 30 mg of FA.kg–1, orally) and group 4 received aspirin as 
standard anti-platelet agent (30 mg.kg–1, orally). These treatments were carried out 
during 10 consecutive days by a gastric gavage once-a-day. One hour from last dose 
administered, rats were anesthetized with ketamine and xylazine (55 and 8 mg.kg–1, 
respectively) and their right carotid artery was cannulated for blood sampling. Finally, 






2.9.3 Preparation of platelet rich plasma (PRP) and platelet poor plasma (PPP) 
The blood (6 mL) was collected in tubes containing 4% trisodium citrate 
solution. Samples were centrifuged at room temperature for 15 min at 100 Х g to 
obtain PRP. The plasma was carefully removed and centrifuged at 900 Х g for 10 
minutes to obtain a platelet pellet which was resuspended in fresh autologous 
plasma. The supernatant from the final centrifugation was the platelet poor plasma 
(PPP). 
 
2.9.4 Platelet aggregation test 
The platelet aggregation assay was performed in a 96 well plate and the 
absorbance was obtained on a Bio-Tek Synergy H1 multi-mode reader at 650 nm 
(Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA). The agonist (collagen type I, 4 μg.mL-1) 
was added into each well. Then, plasma containing platelets at a concentration of 
200 x 106 platelets per well was added for a final volume of 150 µL. Readings were 
taken at time zero and after 15 min to induce platelet aggregation. The plate shaking 
time was 10 seconds before the start of the test with amplitude of 2 mm (174 rpm) 
and 3 seconds before each reading with amplitude of 1 mm (114 rpm) at 37°C. 
 
2.9.5 Statistical analysis 
Results were expressed as mean ± standard error of mean. Comparisons 
among groups were tested by one-way ANOVA with Bonferroni's post-hoc test. The 
significance level was set at α = 5% (p < 0.05). Statistical analysis was performed 
using the GraphPad Prism software (version 5.00, San Diego, CA, USA). 
 
3   RESULTS AND DISCUSSION  
Solid dispersions containing FA were obtained by spray-drying from PVP-K30, 
PEG 6000 and PLX-188. After drying, PVP-K30 and PEG 6000 formulations showed 
typical powder characteristics. However, PLX-188 formulations resulted in a viscous 
and sticky liquid character in the collection flask with changed to a solid aspect after 
cooling. This result can be related to the low theoretical Tg value of the mixture28 
which underwent a solid transition process even working at the lowest outlet air 
temperature during spray-drying procedure (50 ± 5°C). All spray-dried SDs had a 
pale yellow color similar to pure FA. 
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The yields of spray-dried SDs are summarized in Table 2 as mean and 
standard deviation. Mean values lower than 50% were achieved for all formulations 
which are usual findings in literature28 due to a loss on the dryer chamber wall during 
drying, leading to low product yield.29 In particular, formulation PEG 6000 10% 
presented a statistically higher yield than PVP-K30 20%, PLX-188 10% and PLX-188 
20% formulations (p < 0.05). 
Table 2. Yield, water content and drug content for spray-dried solid dispersions 
containing ferulic acid 




PVP-K30 10% 36.0 ± 1.4 17.76 ± 0.08 101.96 ± 0.79 
PVP-K30 20% 32.9 ± 3.4 15.73 ± 0.12 100.28 ± 1.15 
PEG 6000 10%                                                                              46.1 ± 4.9 2.03 ± 0.24 98.82 ± 1.54 
PEG 6000 20% 39.2 ± 4.4 2.87 ± 0.19 101.23 ± 1.41 
PLX-188 10% 27.9 ± 5.5 2.72 ± 0.07 86.86 ± 8.53 
PLX-188 20% 27.2 ± 3.5 2.22 ± 0.09 73.44 ± 9.25 
Results are represented as mean (n = 3) ± standard deviation 
 
3.1 Residual Moisture 
Water content has been shown to be a critical parameter for dissolution 
performance and stability of solid dispersion system.30,31 Product with lower moisture 
content is preferred over that with higher moisture content. This parameter may 
determine physical stability and overall performances of the solid dispersion as it will 
affect the crystallization tendency of amorphous solid dispersion. Hence it is critical to 
characterize the water content of solid dispersion.28 Table 2 lists the water content of 
spray-dried formulations. Raw materials showed water content of 1.47% (pure FA), 
18.23% (PVP-K30), 1.46% (PEG 6000) and 1.48% (PLX-188). Therefore, spray-dried 
SDs possessed water content similar to those obtained for corresponding carriers. 
Low moisture contents were obtained for PEG 6000 and PLX-188 formulations which 
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demonstrates that drying conditions were properly chosen. Due to their lower water 
content, these spray-dried SDs would be more stable than that prepared using PVP-
K30. The presence of a high water content in PVP-K30 10% and PVP-K30 20% 
shows that these products were not completely dried after spray drying. This may be 
attributed to high hygroscopicity of PVP polymers.32 
 
3.2 Solubility Studies 
Pure FA showed a water solubility of 6.47 ± 0.08 mg.dL–1 at 20 ± 2°C similar to 
that reported in literature.33 Considering that this solubility value was set as 100%, all 
spray-dried SDs improved relative solubility of FA compared to pure drug. Increases 
of 171.66 ± 3.17%, 96.12 ± 2.49%, 203.21 ± 4.05%, 152.11 ± 2.42%, 214.73 ± 3.42% 
and 163.06 ± 2.98% were observed for PVP-K30 10%, PVP-K30 20%, PEG 6000 
10%, PEG 6000 20%, PLX-188 10% and PLX-188 20%, respectively. These data 
indicate that FA solubility in these formulations was initially dependent on type and 
concentration of carrier used. The best result was obtained for formulation PLX-188 
10% in which PLX-188:FA ratio was 9:1. 
PVP-K30 and PEG 6000 are polymeric carriers widely used to prepare second 
generation SDs. These solubilizing enhancers are able to create amorphous solid 
dispersions.34 These systems can reduce the drug particle size to nearly molecular 
level, solubilize or co-dissolve the drug, provide better wettability and dispersibility of 
the drug in the carrier material,35-37 which together lead to improved relative drug 
solubility. PLX-188 is a highly water soluble, polymeric surfactant used to obtain third 
generation SDs. Arrangement of the ethylene oxide (EO) and propylene oxide (PO) 
blocks in PLX-188 results in an amphiphilic structure, which has the properties to 
self-assemble into micelles in aqueous solution;38 the hydrophobic core (PO block) 
can act as reservoir for the drug, while the hydrophilic portion (EO) acts as interface 
between aqueous medium and drug. At higher concentration, these monomolecular 
micelles associate to form aggregates of varying size, which have the ability to 
solubilize drugs and to increase the stability of solubilized agents.39 Solubilization is 
likely to occur through the following mechanism. In the dry state, drug particles were 
in close contact or adhered to the polymer particles as a result of mixing. When the 
mixture came in contact with water, the polymer particles might have hydrated rapidly 
into polymer solution solubilizing the adjacent drug particles and subsequently 
releasing the drug into the medium.40 In that sense, the combined action of surface 
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activity, solubilization and wetting properties can possibly explain the higher relative 
solubility of FA using PLX-188 than those observed using PVP-K30 and PEG 6000. 
In addition, the best results were observed for formulations containing higher carrier 
concentration (PLX-188 10%, PEG 6000 10% and PVP-K30 10%) in which an 
enhanced drug solubilization effect was found. 
 
3.3 Drug content 
Drug content for the spray-dried SDs are summarized in Table 2. Percentage 
values close to 100% were obtained for the drug content for formulations prepared 
using PVP-K30 and PEG 6000. In addition, spray-dried SDs prepared using PVP-
K30 and PEG 6000 showed low values of standard deviation for drug content that 
indicate uniform drug distribution in these formulations. Therefore, the drying 
conditions appeared to be reproducible for the preparation of these SDs.41 However, 
PLX-188 formulations showed lower drug content with high standard deviation that 
suggest an inappropriate drug distribution in carrier. This finding can be related to 
spray-drying conditions performed. Even operating at the lowest outlet air 
temperature, the spray-dried products containing PLX-188 resulted in a viscous and 
sticky liquid that became solid after cooling. Processes of drug recrystallization and 
phase separation may have occurred during cooling that led to heterogeneous final 
formulations as previously reported.21 Therefore, this heterogeneous distribution of 
the drug in PLX-188 may justify the lower drug content values obtained for these 
spray-dried SDs.  
 
3.4. Solid-state characterization of spray-dried SDs 
3.4.1 Scanning electron microscopy 
Scanning electron microscopy has been widely used in the characterization of 
amorphous solid dispersions. SEM analysis of amorphous solid dispersions can be 
used to probe particle morphology and to examine the surface and near-surface 
areas after dispersion formation by techniques such as spray-drying, electrospinning, 
or milling of hot melt extrusion fragments.42   
The scanning electron micrographs of pure FA and carriers are shown in 
Figure 1. It was observed that FA (Figure 1a) had a crystalline morphology. PVP-K30 
(Figure 1b) was composed by spherical particles with some depressions on its 
surface and amorphous characteristics. PEG 6000 (Figure 1c) was made up of large 
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crystalline particles of irregular size. PLX-188 (Figure 1d) showed spherical and 
almost-spherical particles with some depressions on its surface. 
 
Figure 1. Scanning electron micrographs: FA (a), PVP-K30 (b), PEG 6000 (c) and 




















The scanning electron micrographs of spray-dried SDs are represented in 
Figure 2. New morphologies of different aspects were observed depending on the 
carrier used. PVP-K30 SDs showed spherical and shriveled aggregates of irregular 
shape (Figure 2a,b). PEG 6000 formulations resulted in rough aggregates of irregular 
size (Figure 2c,d). No FA crystals were observed on the surface of PVP-K30 and 
PEG 6000 formulations. Spray-dried SDs prepared with PLX-188 appeared as 






Figure 2. Scanning electron micrographs of solid dispersions: PVP-K30 10% (a), 
PVP-K30 20% (b), PEG 6000 10% (c), PEG 6000 20% (d), PLX-188 10% (e) and 






For spray-dried SDs obtained from PVP-K30 and PEG 6000, the original 
crystalline morphology of FA disappeared, and it was not possible to differentiate the 
morphology of either of these hydrophilic polymers.43 Considering these results for 
PVP-K30 and PEG 6000, it is possible to determine the presence of FA as a solid 
solution in carrier as previously reported for SDs prepared using fenofibrate.44 PLX-
188 products exhibited needle crystal structures on surface of aggregates which 
implied that solid suspensions were obtained. However, further XRPD experiments 
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are required in order to investigate crystallinity of these formulations and to discuss 
the possible structure of these drug-carrier SDs.5 
In addition, the presence of crystals in PLX-188 SDs can be related to the 
spray-drying procedure in which these formulations showed firstly a viscous and 
sticky liquid aspect that changed to a solid after cooling. SDs should form a 
thermodynamically stable system. However, since SD formation occurred only after 
cooling, it may have caused the nucleation process and drug precipitation.5 
 
3.4.2 XRPD 
X-ray powder diffraction is one of the most common techniques for verifying 
different solid forms of a material. It can differentiate amorphous SD from crystalline 
materials and in most cases readily exhibits differences between diverse crystalline 
forms based on the peak positions and intensities observed in the powder patterns.45 
In addition, amorphicity of SDs has been previously reported as crucial in ensuring a 
suitable final performance to these systems.28  
In order to examine cristallinity of spray-dried SDs compared to the physical 
mixtures and the pure drug, XRPD experiments were performed and results are 
shown in Figure 3. Diffractogram of pure FA presented main sharp peaks at 2θ 
values of 9.02, 12.86, 15.62 and 26.46o. These X-ray diffraction peaks were also 
assigned in physical mixtures which indicate the presence of crystalline FA in those 
samples. PVP-K30 showed fully amorphous while PEG 6000 revealed two peaks at 
19.32 and 23.34o and PLX-188 presented also two peaks at 19.27 and 23.34°. 
The diffractograms of spray-dried formulations prepared using PVP-K30 
demonstrated non-crystalline/amorphous halos. Similarly, spray-dried SDs of PEG 
6000 and PLX-188 presented a remarkable decrease of crystalline peaks of FA 
compared to the physical mixtures. These data demonstrated that spray-drying 
procedure led to drug amorphization in different intensities and demonstrate that 
each carrier has a particular ability in interrupting crystalline structure of FA.43 
Amorphous solid dispersions can be classified according to the molecular 
interaction of drug and carriers in solid solutions, solid suspensions or a mixture of 
both.44 In amorphous solid solutions, drug and carrier are totally miscible and soluble, 
originating a homogeneous molecular interaction between them. In these systems, 
the drug and carrier interaction energy is extremely high, resulting in a really true 
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solution.37 This type of amorphous solid dispersion is homogeneous on a molecular 
level. On the other hand, amorphous solid suspensions occur when the drug has 
limited carrier solubility or an extremely high melting point. Molecularly, the obtained 
dispersion does not have a homogeneous structure, but is composed by two 
phases.34 Our XRPD patterns suggests that PVP-K30 led to obtain a solid solution 
system while PEG 6000 and PLX-188 can be resulted in a mixture of solid solution 
and solid suspension. For PLX-188 formulations, this result is reinforced by SEM 
micrographs in which FA crystals were observed. 
The more amorphous systems can dissolve at a faster rate because of higher 
internal energy and greater molecular motion which enhance the thermodynamic 
properties relative to crystalline materials.46 For this reason, in vitro dissolution 
experiments are required in order to evaluate the performance of SDs formulation for 
in vivo potential use. 
 
3.4.3 FTIR spectroscopy 
Drug-polymer interaction has been reported to be important for physical 
stability of a solid dispersion system.28 For example, hydrogen bond formation 
between drug and polymer chains may make it more energetically favorable for the 
drug and polymer to interact with each other rather than with themselves, resulting in 
changes on dissolution performance.5 FTIR spectroscopy was used in the current 
study to investigate the FA interaction with three carriers system.  
Figure 4 displays the FTIR spectra of pure FA, PVP-K30, PEG 6000 and PLX-
188, corresponding physical mixtures and spray-dried SDs. FTIR spectrum of pure 
FA consisted of absorption bands of OH group stretching vibration (3442 cm-1), 
aromatic and alkene C–H stretching vibrations (3018 cm-1), alkane C–H stretching 
vibration (2972 cm-1), aromatic conjugated C=O stretching vibration (1691 cm-1), C=C 
aromatic stretching vibration (1618, 1595, 1518, 1432 cm-1), C–O–C asymmetric 
stretching vibration (1277 cm-1), and C–OH stretching vibration (1204 cm-1). FTIR 
spectrum of PVP-K30 presented a broadened band (3472 cm–1) due to water 
molecules because PVP is a highly hydrophilic polymer.47 In addition, bands of C–H 
stretching vibration (2950–2850 cm–1) and C=O stretching vibration of tertiary amide 
(1670 cm–1) were also assigned. FTIR spectra of PEG 6000 and PLX-188 showed 
two typical bands of C–H stretching vibration (2950–2850 cm–1) and C-O stretching 
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vibration of aliphatic ether (1110 cm–1). Band assignments of each physical mixture 
corresponded simply to the superposition of FTIR spectra of pure FA and carrier. 
 
Figure 3. XRPD patterns of FA, PVP-K30 (a), PEG 6000 (b), PLX-188 (c), physical 























































































































































































Figure 4. FTIR spectra of FA, PVP-K30, PEG 6000, PLX 188, physical mixtures (PM) 








































































































































































































Formulations obtained using PVP-K30 demonstrated broadening and shifts 
involving OH and C=O bands. This result suggested that intermolecular  
O–H•••O=C bonds were formed between FA and PVP-K30 after the spray-drying 
procedure. The chemical structure of PVP indicates that it can act as a proton 
acceptor due to carbonyl oxygen (this characteristic band was displayed at 
approximately 1670 cm−1) or nitrogen in pyrrole ring. However, because of the steric 
hindrance effect, the nitrogen is impeded from participating in the intermolecular 
interactions; therefore the carbonyl group is more favorable for hydrogen bonding.47 
Spray-dried SDs produced by the use of PEG 6000 and PLX-188 were similar 
to the corresponding physical mixtures. These results indicated no remarkable 
interaction between carrier and drug. However, due to the low content of drug in SDs 
(10 and 20%, w/w), its detection would have been difficult using FTIR.43 
Overall, the intensity of drug-polymer interaction is higher for PVP-K30 and 
lower for PEG 6000 and PLX-188. This result is in accordance to the amorphization 
concluded from the XRPD of spray-dried SDs. PVP-K30 formulations revealed 
complete non-crystalline/amorphous while a partial crystalline behavior was recorded 
for PEG 6000 and PLX-188 formulations. Thus, it is hypothesized that the degree of 
drug-polymer interaction can interfere with the degree of amorphicity in solid 
dispersion during the manufacturing process as previously reported.28 
3.4.4 Thermogravimetric analysis 
Thermogravimetric analysis is an experimental method whereby changes in 
mass are used to detect and measure the thermal degradation process that occurs 
upon heating a sample. Thermal degradation of SDs is an important issue from both 
the academic and the industrial viewpoints. Understanding the thermal degradation 
of these materials during the heating process is of paramount importance for 
developing a rational technology of polymer/surfactant processing and for predicting 
the effects of the drug on previously-known thermal stability of these chosen 
carriers.48,49 
Figure 5 depicts the steps of thermal degradation for carriers and spray-dried 
SDs. PVP-K30 displayed a two-stage thermal decomposition profile while PEG 6000 
and PLX-188 presented only one-stage of thermal decomposition. PVP-K30 10% and 










For these formulations, the first stage of weight loss was intense and 
associated with water loss. The second and third stages were attributed to a 
combination of polymer chain and drug degradation and volatilization of their 
decompositions products, respectively. PEG 6000 10%, PEG 6000 20%, PLX-188 
10% and PLX-188 20% showed two-stage thermal decomposition profiles with 
similar thermal behavior observed for formulations containing PVP-K30, however no 
water loss was detected. Moreover, thermograms indicated that the onset 
decomposition temperature of all formulations were above 140 ºC (PVP-K30 10% = 
153.8 ºC; PVP-K30 20% = 144.6 ºC; PEG 6000 10% = 172.4 ºC; PEG 6000 20% = 
153.7 ºC; PLX-188 10% = 174.2 ºC; PLX-188 20% = 152.1 ºC) under N2 flux, which 
denote that spray-dried SDs possessed a suitable thermal stability. 
 
3.4 In vitro dissolution studies 
The in vitro dissolution behavior of SDs remains elusive and highly 
individualized, yet rational design of SDs with optimal performance and prediction of 
their in vitro/in vivo performance are very much desired in pharmaceutical industry.50 
In general, SDs represents a useful pharmaceutical technique for increasing 
dissolution of drugs in dosage forms. Several mechanisms have been proposed to 
account for the increase in dissolution kinetics of drugs from SDs.51 In brief, three 
scenarios are possible for drug dissolution from SDs. (A) Particles dissolve rapidly 
and release the drug into a highly supersaturated solution; subsequently, the drug 
precipitates as amorphous and/or crystalline particles onto which the polymer 
adsorbs as a stabilizer; (B) drug and polymer are gradually released while drug 
remains amorphous in the undissolved particles; and (C) drug and polymer are 
gradually released but drug is present as crystals in the undissolved particles 
especially near their surfaces. The free drug concentration is dependent on the 
solubility of either amorphous or crystalline drug which in turn depends on the 
drug/polymer ratio, polymer dissolution rate and drug crystallization rate.5 Taking into 
account all the above, in vitro dissolution experiments are crucial to indicate the more 
suitable formulation for further in vivo analysis. 
The dissolution profiles of pure drug and spray-dried SDs obtained from PVP-
K30, PEG 6000 and PLX-188 in phosphate buffer solution pH = 7.0 (50 mM) are 
compared in Figure 6. An 80% release of pure FA was obtained in 98.0 minutes. 
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However, SDs showed mean dissolution times of 46.50 min (PVP-K30 10%), 54.33 
min (PVP-K30 20%), 31.72 min (PEG 6000 10%), 42.51 min (PEG 6000 20%), 19.78 
min (PLX-188 10%) and 26.67 min (PLX-188 20%) for 80% drug release. The spray-
dried SDs played an important role in enhancing dissolution rate of FA. Possible 
explanations for the observed effects include the improved drug wetting in the 
dissolution medium due to the lower surface tension effect of carriers and the drug 
conversion from crystalline to amorphous state (as indicated by XRPD results).47 
These data support that spray-dried formulations can be used as a feasible oral drug 
carrier for immediate release purposes.  
Regarding the dissolution efficiency (DE), a DE value of 48.59% was 
calculated for pure drug after 150 min, while SDs showed 77.98% (PVP-K30 10%), 
75.11% (PVP-K30 20%), 82.96% (PEG 6000 10%), 78.72% (PEG 6000 20%), 
89.78% (PLX-188 10%) and 85.71% (PLX-188 20%) at the same time interval. 
Previous papers reported that a high DE was achieved for pharmaceutical dosage 
forms of immediate release while lower values were indicative of a controlled release 
behavior.52,53 Therefore, spray-dried SDs suitably improved dissolution of FA which is 
typical of immediate release dosage forms. 
 
Figure 6. In vitro release profiles of pure FA and spray-dried SDs in phosphate buffer 
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In order to compare the percentage dissolved between formulations at each 
time point, Tukey’s post hoc test was performed on one-way ANOVA results.54 This 
analysis indicated a statistically significant difference between pure drug and all 
spray-dried formulations: PVP-K30 10% (p = 0.0389), PVP-K30 20% (p = 0.0396), 
PEG 6000 10% (p = 0.0223), PEG 6000 20% (p = 0.0434), PLX-188 10% (p = 
0.0006) and PLX-188 20% (p = 0.0028). However, no statistical difference was 
observed when spray-dried SDs were compared in pairs. Thus, the nature of the 
carrier (PVP-K30, PEG 6000 and PLX-188) and drug loading (10 and 20%, w/w) 
were the critical or determining factors to improve dissolution rate of FA, however no 
significant effect was recorded when they were changed in prepared formulations. 
These in vitro dissolution data are strongly influenced by several parameters related 
to raw materials and spray-dried SDs which together resulted in enhanced 
dissolution for these formulations as particle size, surface area, surface tension, drug 
dissolution rate, final drug crystallinity, drug crystallization rate, drug supersaturation 
in presence of polymer, drug-polymer interaction, drug-polymer-water interaction, 
polymer solubility, polymer dissolution kinetics, and so forth.47,5,50 
The release profiles were adjusted to mathematical models and the selection 
of the best model was made by considering the factors of r, MSC and graphic 
adjustment and main results are shown in Table 3. Pure FA was better fitted to the 
biexponential equation while spray-dried SDs was better adjusted to the Weibull 
equation than other models. These results demonstrated that spray-dried SDs 
changed the dissolution profile of FA. While the pure drug showed a biexponential 
release behavior composed of two stages, when the first stage of release is rapid 
and the second stage of release is slow,55 spray-dried formulations presented 
suitable fitting to Weibull model. Weibull distribution is widely used to adjust 
dissolution profiles from tablets and it can describe the dissolution curve in terms of 
applicable parameters. The shape parameter (b) characterizes the curve as either 
exponential (b = 1), S-shaped with upward curvature followed by a turning point (b > 
1), or as one with a steeper initial slope than is consistent with the exponential (b < 
1).56 The calculated Weibull b parameter was >1 for all spray-dried SDs (Table 3), 
which indicates a complex release mechanism with an S-shaped curve with upward 
curvature followed by a turning point. Taken together, the analysis performed by in 
vitro dissolution experiments and model-dependent methods suggests that FA 
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release from spray-dried formulations is faster and based on a different mechanism 
than the pure drug. 
In order to investigate the in vitro antioxidant potential and in vivo anti-platelet 
effect of spray-dried SDs containing FA, the PEG 6000 10% formulation was chosen 
for further assays due to its suitable powder aspect, the highest yield, lowest water 
content, high drug loading, lowest drug cristallinity, reduced drug-polymer interaction, 
and an immediate release pattern. PVP K-30 formulations presented high water 
content whereas PLX-188 SDs showed several disadvantages such as low drug 
content and crystals of FA.  
 
Table 3. Release data obtained by fitting the dissolution profiles of pure FA and 
spray-dried SDs to the mathematical models 
                                  Release parameters and kinetic constants  
Materials MSC R  (min–1) β (min
–1) b 
Pure FA 2.57 0.9747 0.0279 0.0281 — 
PVP-K30 10% 6.48 0.9995 — — 5.0731 
PVP-K30 20% 3.56 0.9913 — — 3.1441 
PEG 6000 10%                                                                              5.18 0.9981 — — 9.3931 
PEG 6000 20% 5.40 0.9983 — — 3.1204 
PLX-188 10% 3.45 0.9894 — — 6.8474 
PLX-188 20% 5.37 0.9983 — — 5.0610 
 
3.5 Antioxidant potential 
In order to explore if the spray-drying procedure influenced the antioxidant 
effect of obtained SDs, the free radical-scavenging capacity of pure FA and PEG 
6000 10% formulation at the same drug concentrations and time intervals were 
compared. This assay is widely used for screening the antioxidant properties of 
different compounds and reflects their capacity to donate electrons or hydrogen for 
inactivating this organic radical.53 
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The results for the ABTS radical cation discoloration test are shown in Figure 
7. Considering ABTS•+-scavenging potential, PEG 6000 10% formulation 
demonstrated an increased percentage of ABTS•+ inhibition at higher concentrations 
for all investigated time intervals (0, 30 and 60 min). This behavior was quite similar 
to the observed for pure FA which indicated that the antioxidant potential was 
maintained even after spray-drying procedure for preparation of SDs. 
Spray-drying maximizes heat transfer and can be used for any product with a 
liquid-like behavior. This procedure provides a fast water removal and it is widely 
known for ensuring stability of heat-sensitive products such as antioxidants.57 Thus, it 
can be suggested that spray-dried SDs are low cost, scaled-up formulations that 
demonstrate an appropriate antioxidant effect for FA. 
 
3.6 In vivo assay 
Anti-platelet aggregation drugs are used as mainstream first-line drugs for 
prevention and cure of arterial thrombus diseases.58 FA and its derivatives are well-
known as anti-platelet agents because they can activate blood circulation to dissipate 
blood stasis.59 In this paper, the in vivo effect of PEG 6000 10% formulation on 
inhibition of a collagen-stimulated platelet aggregation was performed after 1 h from 
last dose administration in order to investigate whether this spray-dried SD was able 
to hasten the anti-platelet effect of FA.  
The results are represented in Figure 8. A spray-dried SD containing no drug 
was used as the control and provided no inhibition of platelet aggregation. PEG 6000 
10% formulation and aspirin presented a statistically significant anti-platelet effect 
compared to the control and pure FA. However, pure FA had no significant effect on 
inhibition of platelet aggregation compared to control. These data confirm that spray-
dried SD properly improved the therapeutic effect of FA on inhibiting platelet 
aggregation. In addition, PEG 6000 10% formulation led to a similar result compared 
to aspirin, a gold standard anti-platelet drug.60 Moreover, this performance was not 
achieved by pure FA at the same time interval. In summary, these findings 
demonstrate that spray-dried SDs containing FA can provide an in vivo immediate 
anti-platelet effect for FA and should be studied further as a new polymeric carrier to 




Figure 7. Antioxidant effect of pure FA and PEG 6000 10% solid dispersion by 
































































































Figure 8. Percentage of inhibition of platelet aggregation of PEG 6000 0% (control), 
pure FA, PEG 6000 10% formulation and aspirin. Each bar represents mean ± 
standard error of mean from 8 independent experiments. Asterisks denote 



































































Solid dispersions containing FA were successfully prepared by spray-drying 
using PVP K-30, PEG 6000 and PLX-188 as carrier. PEG 6000 formulations 
presented suitable yield, low water content, high drug loading, low drug crystallinity 
and reduced drug-polymer interaction. PVP K-30 formulations showed high water 
content whereas PLX-188 SDs had several disadvantages as low drug content and 
crystals of FA. All formulations enhanced relative solubility and dissolution rate of FA. 
The chosen spray-dried SD (PEG 6000 10%) demonstrated suitable in vitro 
antioxidant activity and a statistically significant in vivo anti-platelet effect compared 
to control and pure FA. These results support an experimental basis for the use of 
spray-dried SDs containing FA as a feasible oral drug delivery carrier to provide an 
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ANEXO 1 – PARECER DA COMISSÃO DE ÉTICA EM PESQUISA 
 
 
 
